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TAULA D'’ABREVIATURES

A: adenina

A: angstrom

AAA+: ATPases associated with various celullar activities
AAYV: virus adeno-associat

ABC: complex bora-dimetilamina

ADP: difosfat d’adenina

Aq_DnaB: proteina DnaB d’Aquifex aeolicus sencera
Aq_DnaB[1-439]: proteina DnaB d’Aquifex aeolicus sense els 29 residus finals
Aq_DnaB-CT: proteina que compren només el domini C-terminal de la DnaB
d’A. aeolicus.

ASCE: familia additional strand, conserved E

ATP: trifosfat d’adenosina

BPV: virus del papil-loma bovi

C: citosina

Cam: cloramfenicol

C-Terminal: extrem carboxi-terminal

Da: dalton

DLS: dynamic light scattering

DO: densitat optica

dsDNA: acid desoxiribonucleic de cadena doble

DTT: ditiotreitol

EDTA: acid etilendiaminotetraacetic

ESREF: sincrotré del European Synchrotron Radiation Facility
g: gram

G: guanidina

h: hora

HCYV: virus de I’hepatitis C

Hg: mercuri

IPTG: isopropil-B-D-thio-galactosid.



Kan: kanamicina

Kb: quilobase de nucleotid

I: litre

LB: medi de cultiu Luria-Bertani

LTag: antigen T gran

M: micro

m: metre

m: mil-li

M: molar

MAD: dispersié anomala de longitud d’ona multiple
MANT-ADP: 3'-O-(N-metilantraniloil) 5'-difosfat

MCM: complex proteic de manteniment de mini cromosomes
MIR: reemplagament isomorfic multiple

mRNA: RNA missatger

MWCO: (molecular weight cut off) mida d’exclusié molecular
n: nano

NMWL: (nominal molecular weight limit) limit de pes molecular
NTP: nucleotid trifosfat

o/n: durant la nit (over night en angles)

p/v: pes/volum

PAC: Plataforma Automatitzada de Cristal-lografia

pb: parells de bases de nucleotid

PBS: tamp6 phosphate buffered saline

PDB: protein data bank. Base de dades on es dipositen les coordenades
atdmiques dels models estructurals de les proteines.

pIL: punt isoelectric

Pol III: holoenzim polimerasa de DNA III

RNA: acid ribonucleic

rpm: revolucions per minut

S/V: ratio entre la superficie i el volum

S: segon

SAD: dispersié anomala a una sola longitud d’ona

SDS: detergent anionic dodecil sulfat sodic
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SDS-PAGE: electroforesi en gel de poliacrilamida en
desnaturalitzants (presencia de SDS)

SeMet: selenometionina

SF: superfamilia (d’helicases)

SIRAS: reemplacament isomorfic senzill amb senyal anomala.
SLS: sincrotré Swiss Light Source

snRNA: RNA nucleolar petit

condicions

SSB: proteines d’uni6 a DNA de cadena senzilla (sigles de I’angles: single

stranded DNA binding proteins)

ssDNA: acid desoxiribonucleic de cadena senzilla

SV40: virus de simi 40

T: timina

Ta: tantal

TB: medi de cultiu Terrific Broth

TCEP: Tris[2-carboxietil] fosfina

Tet: tetraciclina

Th_DnaB: proteina DnaB de Thermotoga maritima sencera
Thr: treonina

TNP-ADP: 2'(3")-O-(2,4,6-trinitrofenil) adenosina 5'-difosfat
TNP-AMP: 2'(3")-0-(2,4,6-trinitrofenil) adenosina 5'-monofosfat
TNP-ATP: 2'(3")-0-(2,4,6-trinitrofenil) adenosina 5'-trifosfat
Tris: tris(hidroximetil) metilamina

v/v: volum/volum

¢ADP: 1,N6-etenoadenosina difosfat
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CODI D’AMINOACIDS:

Codi d’una lletra | Codi de tres lletres | Aminoacid
Ala A alanina
Arg R arginina
Asn N asparagina
Asp D acid aspartic
Cys C cisteina
Glu E acid glutamic
Gin Q glutamina
Gly G glicina
His H histidina

lle I isoleucina
Leu L leucina
Lys K lisina
Met M metionina
Phe F fenilalanina
Pro P prolina
Ser S serina
Thr T treonina
Try W triptofan
Tyr Y tirosina
Val Vv valina

v
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RESUM

Les helicases i translocases s6n una extensa superfamilia molt diversa i ubiqua a
tots els regnes de la vida, on realitzen funcions vitals per a la supervivéncia doncs
formen part essencial dels complexes proteics que catalitzen el metabolisme dels acids
nucleics. La seva habilitat Gnica per convertir I’energia quimica de la hidrolisi de
nucleotids trifosfat en treball mecanic de moviment direccional i separacié de cadena les

classifica com a proteines motores d’acids nucleics.

La proteina DnaB, objecte d’estudi d’aquest treball, és la principal helicasa
replicativa bacteriana. Com a tal, la seva principal funcié és la separacié de les dues
cadenes del DNA duplex al front de la cadena retardada de la forqueta de replicacid, en
una reacci6 acoblada a la hidrolisi d’ATP. Igualment, DnaB juga un paper molt
important en la progressi6 de 1l’etapa d’iniciacié de la replicacié cap a l'etapa
d’elongaci6, doncs és el primer membre del replisoma a arribar a I’origen de replicacid
activat i participa activament en el reclutament de la resta de proteines que conformaran
la maquinaria replicativa cel-lular. Ja a I’etapa d’elongacid, a part de I’activitat helicasa
principal, DnaB coordina la seva activitat amb la de la polimerasa replicativa 1 la

primasa, mitjancant interaccions directes amb ambdues proteines.

DnaB pertany a la superfamilia 4 de les helicases, grup del qual n’és el
representant prototipic. Com a membre del gran grup de les helicases hexameriques, la
seva forma funcional és un homohexamer en forma d’anell, el qual té uns 320 kDa. Les
sis butxaques d’unié a nucleotid es situen a les interficies entre monomers de I’hexamer,
amb elements aportats per les dues subunitats veines. Aix0 possibilita un cicle
d’hidrolisi de I’ATP coordinat entre les sis subunitats. La separacié de cadena es dona
mitjancant un mecanisme d’exclusié esterica en el qual la cadena retardada es transloca
a través de la cavitat central de I’helicasa en el sentit de 5° a 3’, mentre que la cadena
lider queda exclosa. La translocacié del ssDNA es dona gracies a la coordinacié dels

canvis conformacionals dels llacos d’uni6 a DNA de cadascuna de les sis subunitats, els



quals es troben projectats cap al canal central. El mecanisme estructural exacte de
translocaci6 encara no ha estat descrit per a DnaB, pero si proposat per altres membres
de la mateixa superfamilia (proteina gp4 del bacteriofag de T7) i de la superfamilia 3,

també d’helicases hexameriques (proteina E1 del virus del papil-loma).

En aquest treball s’ha caracteritzat estructuralment, emprant les tecniques de
cristal-lografia de raigs X, la proteina DnaB procedent de la bacteria termofila Aguifex
aeolicus. Partint del DNA genomic bacteria, el gen codificant per aquesta proteina fou
aillat i la proteina sobreexpressada heterologament a Escherichia coli, purificada i
cristal-litzada, generant unes dades de difraccié al voltant dels 3.5 A de resolucié.
Concretament, es treballa amb una forma lleugerament més curta de la proteina sencera,
Aq_DnaB[1-439], a la qual li manquen els darrers 29 residus. Els intents de resoldre
I’estructura tridimensional de la proteina sencera, aixi com només del domini C-
terminal d’aquesta, foren infructuosos degut a, respectivament, la baixa qualitat de les
dades de difraccié obtingudes o a I’abséncia de cristalls. També es tracta de determinar
I’estructura de la DnaB de la bacteria termofila Thermotoga maritima, pero, tot i que la
proteina s’ailla del genoma bacteria, s’expressa heterologament a E. coli i es purifica

satisfactoriament, no s’aconsegui obtenir cristalls.

Aq_DnaB[1-439] cristal-litza en el grup espacial C2, amb un hexamer per unitat
asimetrica. L’estructura es determina mitjangant SIRAS i es genera un model atdmic per
a ’hexamer complert, que actualment es troba a 4.5 A de resoluci6. Encara que I’etapa
d’afinament de I’estructura encara no esta acabada, en aquest treball es descriu la forma
global de I’hexamer d’Aq_DnaB i es discuteixen les diferéncies amb les altres proteines
homologues a DnaB que han estat recentment resoltes també per cristal-lografia de raigs
X. Aq_DnaB[1-439] forma un hexamer amb dues capes de simetria clarament
diferenciada, amb unes dimensions totals de 100 A d’amplada i 80 A d’alcada. La capa
formada pels dominis N-terminals es troba en simetria C3, mentre que la capa formada
pels dominis C-terminals presenta una simetria propera a C6. El diametre del canal
interior central és d’uns 25 A, tant al llarg de la capa N-terminal com C-terminal.
Aquesta és la principal diferéncia de I’estructura presentada en aquest treball respecte a
les estructures hexameriques de DnaB resoltes anteriorment, doncs en aquelles el

diametre del canal a través de la capa N-terminal era entre 20 i 25 A més estret que en



I’hexamer d’Aq_DnaB[1-439]. Aquest estretament bé marcat pel trencament d’una de
les dues superficies d’interaccié entre monomers N-terminals observades a les
estructures previes, fet que provoca un augment de la flexibilitat del subdomini N-
terminal que es trobava implicat en aquestes interaccions. Igualment, I’estretament
implica que només el DNA monocadena pot passar a través del canal central de
I’hexamer, mentre que a les estructures descrites previament hi podia passar tant ssDNA
com dsDNA. Per tant, possiblement 1’estructura de DnaB determinada en aquest treball
es troba més propera a la conformacié funcional de la proteina durant la realitzaci6 de la
seva activitat helicasa, mentre que les anteriors correspondrien a la forma inactiva o a la

conformacié de la proteina capag de translocar-se sobre DNA de doble cadena.






INTRODUCCIO

Per a una major claredat, la introduccié esta organitzada en tres grans blocs
titulats, respectivament: helicases i translocases, la proteina DnaB i funcions de DnaB a

la cel-lula bacteriana.

Al primer bloc es descriu I’extens i divers grup format per les helicases i les
translocases, al qual pertany DnaB, la proteina objecte d’estudi d’aquesta tesi. Es detalla
la rellevancia biologica de les reaccions que catalitzen, la classificaci6 en superfamilies,
caracteristiques comunes a tots els grups i forma oligomerica funcional. Igualment, es
descriuen els mecanismes d’hidrolisi de NTP, translocacié sobre acids nucleics i
separacié de cadena proposats per a les diferents superfamilies, posant especial emfasi
en la superfamilia SF4 de les helicases hexameriques, de la qual DnaB és el membre

prototipic.

El segon bloc tracta especificament de la proteina DnaB, la primera helicasa
hexamerica caracteritzada 1 la més extensament estudiada, particularment a nivell de la
descripcié bioquimica de la seva activitat enzimatica. Igualment, es detalla la seva
organitzacié en dominis, aixi com la seva forma funcional i estructura quaternaria, la
qual ha estat extensament estudiada al llarg del temps emprant diverses teécniques
estructurals, incloent la microscopia electronica, la ressonancia magnetica nuclear i la

cristal-lografia de raigs X.

Finalment, al tercer bloc es llisten les activitats biologiques que DnaB realitza
dins la cel-lula bacteriana, on la seva principal funcié és actuar d’helicasa replicativa
desenrotllant el DNA de doble cadena al front de la forqueta de replicacié. Es descriu la
implicacié de DnaB a les etapes d’iniciaci6 1 d’elongacié de la replicacié del genoma

bacteria.






[. HELICASES I TRANSLOCASES

La primera helicasa es va descriure fa més de 30 anys al bacteri Escherichia coli
(Abdel-Monem et al. 1976). Des de llavors, s’han identificat i caracteritzat centenars de
proteines amb activitat helicasa 1 ha quedat pales que es tracta d’un grup molt divers de
proteines ubiqiies presents tant a procariotes, arquees, eucariotes com a virus. Aquesta
ubiqiiitat posa en rellevancia el paper clau de les helicases per a la viabilitat cel-lular,
doncs formen part essencial dels complexes proteics que catalitzen les reaccions del
metabolisme dels acids nucleics en aquests organismes (Lohman 1993; Matson et al.
1994; Lohman et al. 1996; Patel et al. 2000; Singleton et al. 2007). De fet, hi ha
multiples malalties hereditaries humanes, la majoria relacionades amb cancer, retard
mental i envelliment prematur, que tenen el seu origen en mutacions a les diferents
helicases humanes (Watt et al. 1996; van Brabant et al. 2000; Mohaghegh et al. 2001;
Hickson 2003).

Les helicases es classifiquen com a proteines motores d’acids nucleics degut a la
seva habilitat inica per convertir I’energia quimica de la hidrolisi de nucleotids trifosfat
(NTPs) en treball mecanic de moviment direccional i separacié de les cadenes dels acids
nucleics. L’activitat de translocacié unidireccional de les helicases condueix processos
com la recombinacié del DNA, la remodelacié del nucleosoma, I’empaquetament dels
genomes, la restriccié del DNA i la dissociacié de proteines unides als acids nucleics;
mentre que 1’activitat de separacié de parells de bases d’acids nucleics €s critica per a la

replicacid, la transcripci i la reparacio dels genomes (Donmez et al. 2008).



1. Classificacio

1.1 En funcié de la seqiiéencia aminoacidica

Originariament, les helicases varen ser classificades en cinc grans grups, tres
superfamilies i dues families més petites, en base a I’analisi de la seva estructura
primaria: les superfamilies 1, 2 1 3 (SF1, SF2 1 SF3, respectivament) 1 la familia de les
proteines relacionades amb DnaB i la de les proteines relacionades amb Rho. Aquesta
classificacio identificava motius de seqiiencia curts especifics per a cada familia, tant en
similitud de seqiieéncia com en nombre i organitzacié d’aquests motius. SF1 i SF2, els
dos grups més grans i estretament relacionats, tenien 7 motius definitoris. SF3 només 3 1

els grups de DnaB 1 Rho 51 2, respectivament (Gorbalenya et al. 1993).

Encara que aquesta classificaci6 s’ha mantingut fins a 1’actualitat, presenta
alguns problemes, doncs es va fer abans de caracteritzar tant bioquimicament com
estructuralment la majoria d’aquests grups d’helicases. Inicialment, es creia que els
diferents motius tenien una significaci6 funcional 1 estaven directament implicats en les
funcions propies de les helicases, com ara la unié a les estructures en forma de forqueta
o el desenrotllament dels acids nucleics. Posteriorment, es va comprovar que en realitat
els diferents motius estan agrupats dins I’estructura tridimensional de la proteina per
formar una butxaca caracteristica d’hidrolisi de NTP i transmissi6 de I’energia. Per tant,
el concepte de que es tracta de motius signatura per helicases €s massa restrictiu i amb
el temps s’ha evidenciat que els motius caracteristics originariament d’helicases en
realitat comprenen un grup més ampli de proteines ATPases que interactuen amb els
acids nucleics (Hall ef al. 1999; Caruthers et al. 2002). Aixi doncs, moltes proteines
classificades primerament com a helicases basant-se en estudis de comparacié de
seqiiencia en realitat no catalitzen la separacié de les cadenes als acids nucleics, sind
que només es transloquen unidireccionalment al llarg d’aquests. Per aix0, actualment
s’ha proposat anomenar al grup proteic “grup d’helicases 1 translocases”, alhora que
s’han definit noves families i s’han subdividit les preexistents per adaptar-les als

coneixements bioquimics i estructurals actuals (Singleton et al. 2007; Berger 2008).



Les translocases es mouen al llarg d’un substrat de DNA o RNA per desplacar

I’acid nucleic a una nova localitzaci6 o per alliberar-lo de les proteines que s’hi troben

unides. Les helicases també es mouen al llarg dels acids nucleics, perd addicionalment

separen els diplexs en cadenes senzilles. Segons aquestes definicions, actualment es

distingeixen tres families de translocases i sis families d’helicases, amb una possible

setena familia d’helicases putatives, doncs encara cal verificar experimentalment la seva

habilitat per separar diplexs. A la taula I.1 es mostra aquesta classificacid, alhora que

s’inclouen alguns exemples de membres i funcions de cadascuna de les superfamilies

d’helicases/translocases.

. desenrotllament i reparacio del DNA;
SF1 PC;Q;SR%%U\E;E&; ?rgg DL] Df::ia, desplacament proteines unides a DNA;
’ ’ ’ » P degradacié d’encebadors i mMRNA aberrant
. remodelacié del RNA i la cromatina;
rote]‘r?ezcgl’EES/CHG(’eLljggBA, Pro2 desplagcament de proteines d’'unié a RNA i
P ; ’ .p ’ DNA; desenrotllament de DNA i RNA;
Ski2, VASA, Dpbs, NS3); i - L .
SF2 .. translocacié DNA i RNA; biogenesi
proteines Snf2/SWI (Snf2, ISWI, io - uSi6 | mi 6 de Hollid
Rad54, Hel308) ribosomes; fusio i migraci6 de Holliday
’ junctions
0 L )
g 1 ol vrusdol ppioma, LTag | Seseniolement replcackt do DA  FNA
< SF3 de SV40, Rep40 del virus AAV usIo | 9
O replicacié
a
£
DnaB, RepA; gp4 del fag T7, L
SF4 G40P del fag SSP1: TWINKLE desenrotllament / replicacié del DNA
terminacio de la transcripcio;
SF5 Rho desenrotllament heteroduplexs RNA/DNA;
translocacié de RNA
SF6 Proteines MCM eucariotiques i desenrotllament / replicacié del DNA; fusio
d’arquees origen de replicacio; remodelacié cromatina
remodelacioé cromatina; maduracié snRNA;
SF7? Tip48/49, reptin/pontin reparacio DNA; assemblatge de la
telomerasa
FtsK, SpolllE, TrwB, TraD; L, .
; o Partici6 del cromosoma / conjugacio;
o lerminases de Gaudovirus i compactacio del ssRNA / motors
‘l-}J) HerA/FtsK herpesvirus, gp16 del podovirus e N B vl
< 929, P4 del fag $12 paq
9
7] inacié . .
L RuvB RuvB Recombinacio ho_mologa. processament de
é Holliday junctions
=
McrB McrB Enzims de restriccié del tipus IV

Taula I.1: Grups d’helicases i translocases, exemples i funcions. En blau es representen els
membres bacterians, en lila els arquees, en marr6 els virics i en verd els eucariotics.
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Les SF1 i SF2, relacionades estructural i filogeneticament, sén les families
d’helicases més nombroses i tenen representants a tots els dominis de la vida, on
realitzen funcions molt diverses (Lohman et al. 2008). S6n especialment versatils els
membres de la SF2, gracies a que contenen multiples dominis accessoris que els
proporcionen noves funcionalitats, alhora que els permeten funcionar com a part de

grans complexes multiproteics (Pyle 2008).

Les helicases de la SF3 pertanyen a virus petits de DNA i RNA, on sén dominis
de proteines més grans anomenades iniciadors o proteines d’uni6 a 1’origen. Al fusionar
I’activitat de reconeixement dels origens de replicacié amb I’activitat helicasa en un sol
polipeptid, aquests virus son capacos de saltar-se els mecanismes de regulaci6 dels seus
hostes i replicar lliurament els seus genomes (Hickman et al. 2005; Duderstadt et al.

2008).

La SF4 originariament incloia només les helicases replicatives de bacteris i
bacteriofags, perd per homologia s’ha afegit a aquest grup la recentment caracteritzada
helicasa replicativa mitocondrial, anomenada TWINKLE (Spelbrink er al. 2001;
Korhonen et al. 2003). DnaB, la proteina objecte d’estudi d’aquest treball, és el membre

arquetipic d’aquest grup.

La SF5 només té representants bacterians, homolegs a la proteina de terminaci6

de la transcripcié Rho.

La SF6, definida recentment (Singleton et al. 2007), compren les proteines del
complex de manteniment del minicromosoma (MCM) eucariotiques i d’arquees, les
quals son les helicases replicatives a aquests dos dominis de la vida (Bochman et al.

2008; Costa et al. 2008).

Finalment, la SF7 d’helicases putatives inclou proteines eucariotiques
relacionades topologicament amb la translocasa RuvB (Berger 2008), les quals tenen
papers claus en processos tant diversos com la remodelacié de la cromatina 1, tal i com
s’ha de descrit recentment, I’assemblatge de 1’holoenzim telomerasa (Gallant 2007;

Venteicher et al. 2008).
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1.2 Caracteristiques comunes a helicases/translocases

Totes les helicases i translocases contenen un domini d’uni6 a NTP que pot
presentar bé un plegament tipus RecA o un plegament tipus AAA+ (sigles de 1’angles
ATPases Associated with several celullar Activities). Ambdés tipus de plegament sén
molt similars, doncs deriven d’un domini afo ancestral comd anomenat plegament
ASCE (sigles de l’angles additional strand, conserved E), el qual esta inclos en
I’extensa superfamilia de les NTPases tipus llag P (P-loop). Una de les caracteristiques
definitories de les proteines d’unié a nucleotid tipus P-loop és la presencia de dues
seqiiencies signatura anomenades Walker A 1 Walker B, les quals s6n importants per la
uni6 1 la hidrolisi del nucleotid. Efectivament, totes les families d’helicases 1
translocases contenen aquests dos motius de seqiiencia, els quals, al pertanyer a
proteines tipus ASCE, es situen a ’apex de tres fulles B paral-leles adjacents dins del
plegament ofa central. Addicionalment, també com a caracteristica ASCE, presenten un
residu d’arginina conservat, anomenat dit d’arginina, que juga un paper important en
I’acoblament energetic i té una localitzaci6 marcadament variable entre els diferents
grups. Finalment, la diferencia entre el plegament RecA i1 el AAA+ rau en la preséncia
de cadenes [ accessories al core ASCE central en el cas del plegament RecA, les quals
son absents en AAA+, que en canvi té un domini helicoidal C-terminal caracteristic

anomenat tapa (figura I.1).

Figura I.1: Comparacié dels plegaments tipus RecA i AAA+. Diagrames de topologia d’un
plegament tipus RecA (A) i tipus AAA+ (B). El plegament ASCE ancestral es representa en
verd; les insercions caracteristiques del plegament RecA en blau; en groc el domini helicoidal
C-terminal caracteristic del plegament AAA+. En vermell es mostra la localitzacié dels motius
d’'unié a NTP Walker A (un punt vermell) i B (dos punts vermells). Figura adaptada d’Erzberger i
Berger, 2006.
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La butxaca nucleotidica de les helicases/translocases esta invariablement
formada per dos dominis tipus RecA o AAA+, que poden procedir de la mateixa cadena
polipeptidica (plegament RecA en tandem) o de diferents monomers en el cas de les
proteines que funcionen com a oligomers. Es tracta, doncs, d’una butxaca catalitica
bipartida on el residu d’arginina conservat sempre €s proporcionat per un segon modul
RecA/AAA+, diferent del que proporciona els motius Walker A 1 B. El dit d’arginina
ajuda a la hidrolisi del nucleotid i transmet 1’estat d’unié a nucleotid d’un modul
RecA/AAA+ a Daltre, possibilitant la conversié de I’energia quimica en mecanica
gracies a 1’acoblament de la unié i la hidrolisi de NTP a canvis conformacionals
(Caruthers et al. 2002), alhora que és essencial per la cooperativitat entre els diferents
monomers a les helicases hexameriques (Crampton er al. 2006). Aquests canvis
conformacionals, induits pel NTP, als dominis RecA/AAA+ possibiliten 1’activitat de
translocacié gracies al reposicionament dels llocs d’unié a acids nucleics de la

superficie de la proteina (Hopfner et al. 2007).

La taula 1.2, a ’apartat segiient (1.3), mostra el tipus de plegament que presenta
cada superfamilia d’helicases/translocases. En el cas de les families pertanyents a
AAA+, s’indica el subgrup o clade al qual pertany el plegament caracteristic d’aquella
familia. Cal tenir en compte que la superfamilia AAA+ compren un grup molt divers de
proteines ATPasa que utilitzen I’energia de I’ATP per remodelar substrats
macromoleculars tan diversos com ara complexes multiproteics, membranes cel-lulars,
acids nucleics o microtibuls. Aquesta diversitat funcional ha provocat I’evolucié
caracteristica i diferenciada dels diferents grups, els quals conseqiientment presenten
multiples variacions del motiu AAA+ original. Aquestes variacions permeten definir

fins a 7 clades diferents (Erzberger et al. 2006a).

1.3 Classificacions mecanistiques

Tot 1 que la classificacié en superfamilies sol ser prevalent, principalment per
coheréncia amb la literatura preexistent, existeixen altres maneres de classificar les
helicases/translocases: en funcié del substrat sobre el qual actuen (DNA, RNA o

heterodiplex RNA/DNA; aixi com si son acids nucleics de cadena doble o senzilla), la
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seva polaritat de translocaci6 sobre 1’acid nucleic (5°-3” 0 3°-5’) i també la seva forma

oligomerica. A la taula 1.2 es detalla a quin tipus pertany cada familia.

RecA doble en Monomer (dimer/ . 3-5’ (SF-1A);
SF1 tandem multimer) ssDNAissRNA |5, 3 (sF.1B)
SF2 RecA doble en Monomer (dimer/ ssDNA i ssRNA; 3’-5' (SF-2A);
tandem multimer) dsDNA i dsRNA 5’-3’ (SF-2B)
AAA+ R N .
n e
" SF3 (clade propi) Hexamer (dodecamer?) | ssDNA i ssRNA 3-5
%)
< 5 ssDNA ) o
g SF4 RecA Hexamer (altres?) (dsDNA?) 5'-3
w
I ,
N heteroduplex i
SF5 RecA Hexamer RNA/DNA 5-3
SF6 AAA+ Homo / hetero hexamer ssDNA 3.5
(clade PS-II) (altres?) (dsDNA?)
AAA+ R
l) * !
SF77 (nou clade?) Doble hexamer DNA 5-3
ﬂ HerA/FtsK RecA Hexamer (pentamer) dsDNA; ssDNA; ssRNA
%)
3
o AAA+ Hexamer (doble
4 | RuB (clade HCLR) hexamer* amb RuvA) dsDNA
=
v AAA+ R
= McrB (clade de linsert H2) Heptamer dsDNA

Taula 1.2: Topologia de plegament, estat oligomeéric i caracteristiques mecanistiques de
les families d’helicases/translocases. (*) Cadascuna de les dues proteines que treballen
plegades forma un hexamer, de manera que el complex funcional pren la forma d’un doble
anell hexameric. Veure text per aclarir els aspectes en paréntesi o interrogant.

Cap superfamilia conté exclusivament helicases de RNA, siné que aquestes es
troben repartides a SF1, SF2 1 SF3. La majoria d’helicases de RNA pertanyen a SF2, on
es troben agrupades a les extenses subfamilies DExD/H. SF1 conté un sol grup petit
d’helicases de RNA, les proteines eucariotiques Upfl. Finalment, a SF3 hi ha helicases
de RNA d’origen viral (Kadare et al. 1997; Jankowsky et al. 2007). El substrat de SF5
€s I’heterodiplex RNA/DNA que es forma durant la transcripcié. La resta de

superfamilies comprenen helicases de DNA.
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Respecte a la capacitat de translocacié sobre acids nucleics de doble cadena, SF2
conté varies subfamilies d’helicases poc processives, per exemple la subfamilia
Snf2/SWI, les quals funcionen majoritariament com a translocases d’acids nucleics de
doble cadena (Mackintosh et al. 2006; Singleton et al. 2007). Pel que fa a les
superfamilies 4 i1 6, tot i que la seva tasca principal és exercir d’helicases replicatives,
s’ha demostrat que alguns dels seus membres, com ara la gp4 del fag T7, la DnaB
bacteriana i I’heterohexamer Mcm4,6,7 eucariotic, poden translocar-se in vitro sobre
dsDNA, encara que no esta clara la rellevancia d’aquest fenomen in vivo (Kaplan et al.

2002; Kaplan et al. 2003).

Es particularment ttil classificar les helicases en funcié de la seva estructura
quaternaria, doncs aix0 influencia la seva manera d’interaccionar amb els acids
nucleics. Aixi podem diferenciar les helicases monomeriques (o no hexameriques), que
comprenen les superfamilies SF1 1 SF2, 1 les helicases hexameriques, que comprenen la
resta de families. L’helicasa objecte d’estudi d’aquesta tesi pertany a les helicases
hexameriques, concretament a la familia SF4, que precisament es va definir en relacié a
aquesta proteina. Per tant, tot i que es descriuran també breument les helicases
monomeriques, aquesta introduccid es centrara en la descripcié de les caracteristiques
bioquimiques, funcionals i estructurals de les helicases hexameriques 1, sempre 1 quan
sigui possible, centrant-nos en la familia 4, corresponent a les helicases semblants a

DnaB.
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2. Helicases no hexameriques: SF1 i SF2

2.1 Forma funcional

L’estat oligomeric responsable de la forma funcional dels membres de SF1 i SF2
ha originat for¢ca controversia i continua sent objecte d’estudi. Actualment, es considera
que, encara que totes les activitats dels enzims SF1 i SF2 (helicasa, translocasa, ATPasa
i desplacament de proteines unides als acids nucleics) poden ser atribuides a la forma
monomerica, a la majoria dels casos aquestes activitats estan influenciades per 1’estat

d’assemblatge de 1I’enzim (Lohman et al. 2008).

Estudis in vitro han demostrat que els enzims de SF1 i SF2 en estat monomeric
son helicases pobres. De fet, les formes monomeriques d’alguns membres de SF1 (per
exemple Rep, UvrD i PrcA) sén incapacos de funcionar com helicases in vitro. En
canvi, aquests monomers de SF1 i SF2 s6n translocases rapides i processives d’acids
nucleics de cadena senzilla in vitro. En tots els casos, 1’autoassemblatge de multiples
monomers sobre 1’acid nucleic de cadena senzilla que flanqueja la zona duplex que
encara s’ha de separar activa i/o estimula especificament 1’activitat helicasa d’aquestes
proteines (Maluf er al. 2003; Byrd et al. 2005; Tackett et al. 2005; Patel et al. 2006).
Per tant, aquests enzims tenen una activitat helicasa latent que requereix activaci

mitjancant la cooperacié de varis monomers.

Les activitats helicasa 1 translocasa a les superfamilies SF1 i SF2 sén, doncs,
funcions separables conduides per diferents estat oligomerics de la proteina. De fet, es
considera que I’oligomeritzacié de 1’enzim, juntament amb possibles interaccions amb
proteines accessories, és vital en la regulacié especifica de la translocacié enfront de
Pactivitat helicasa per tal d’evitar danys al DNA produits per activitats helicases

descontrolades.
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2.2 Mecanismes de translocacio del ssDNA

2.2.1 Models pas a pas (stepping)

Els mecanismes pas a pas, que tradicionalment s’han anomenat mecanismes

(134 2 N N . . N . .
inchworm” (en angles, eruga geometrida) per les helicases monomeriques, necessiten
I’existencia d’almenys dos llocs d’uni6 a acid nucleic independents dins la unitat que es
transloca, els quals uneixen i alliberen I’acid nucleic en resposta a I’estat d’unié a NTP
de I’enzim. L’helicasa sempre es manté unida a I’acid nucleic mitjangcant un dels seus

llocs d’unié (Patel er al. 2006).

En el model pas a pas, la translocacio6 es dona a través de moviments successius
entre els dos llocs d’unié a acid nucleic a mesura que el NTP és unit i hidrolitzat.
Aquest dos llocs d’uni6 es troben a la superficie dels dos dominis RecA, un a cada
domini, que conformen el lloc d’unié a NTP a la seva interficie. Inicialment, el primer
lloc interacciona fortament amb [’acid nucleic i el segon només debilment.
Subsegiientment, el lloc unit feblement es dissocia de I’acid nucleic, es mou cap
endavant i estableix noves interaccions amb bases riu amunt de la cadena senzilla. Una
vegada aquest lloc inicialment feble s’ha desplacat i s’ha unit fortament a una regié riu
amunt de I’acid nucleic, el lloc d’unié originalment fort esdevé feble, es dissocia de
I’acid nucleic 1 es mou endavant, cap al nou lloc fort (Yarranton et al. 1979). Els canvis
en I’afinitat per 1’acid nucleic als dos llocs d’unié sén conduits per la uni6é del NTP al
solc d’uni6 entre dominis, cosa que provoca que el solc es tanqui i es reposicionin els
llocs d’uni6 a acid nucleic (Velankar et al. 1999). La figura 1.2 mostra una representacié

esquematica d’aquest model pas a pas.

M_d:f . - M_d”‘)f , .
N N ~ [ 8 BN
"m 4 nv e O m é m s 45 "’l‘

Figura 1.2: Esquema d’un mecanisme de translocacio pas a pas. Un mondmer d’helicasa
amb un lloc d’uni6 fort (ma tancada) i un lloc d’'unié feble (ma oberta) a I'acid nucleic de cadena
senzilla, pateix etapes de moviment cap endavant i canvis en l'afinitat per a I'acid nucleic
(transicions de I'estat fort o feble) a mesura que es mou al llarg de la cadena senzilla. Aquest
canvis estan associats a I'estat d’'uni6 a nucleotid de I'enzim.
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Originalment, aquest mecanisme pas a pas va ser proposat en base als resultats
estructurals per helicases SF1 i SF2 monomeriques (Kim et al. 1998; Velankar et al.
1999; Soultanas et al. 2000b), en contraposicié al mecanisme rodant (rolling) proposat
per helicases SF1 i SF2 que actuessin com a dimers o oligomers majors (Wong et al.
1992). En el model rodant cadascuna de les dues subunitats d’helicasa alternen la seva
unié a acids nucleics de cadena senzilla i diplex a mesura que canvien el seu estat
d’uni6é a NTP, doncs una mateixa unitat no pot unir simultaniament cadena senzilla i
doble. A difereéncia del model inchworm, on les subunitats mantenen la seva posicio
relativa al llarg del DNA, les subunitats en el model rodant s’alternen per ser la
subunitat lider. Aquest mecanisme es descarta degut a les estructures de monomers de
SF1 1 SF2 units simultaniament a ssDNA i dsDNA. Actualment, en concordanga amb
estudis bioquimics, estructurals i mecanistics de molecula sola (single molecule), es
proposa un mecanisme pas a pas dimeric (dimeric inchworm) per a la translocaci6 i el
desenrotllament del dsDNA per part dels dimers de UvrD i Rep in vitro (Ha et al. 2002;
Maluf et al. 2003). En aquest cas, cada subunitat d’helicasa contindria un lloc d’unié a
acid nucleic sota el control de la butxaca nucleotidica de la propia unitat, perd que

estaria coordinada amb 1’activitat de la butxaca de NTP de la segona subunitat.

2.2.2 Model Brownia

Aquest model només requereix un lloc d’unié a acids nucleics a I’enzim, pero
implica I’existencia de dos estats conformacionals de la translocasa: un estat d’alta
afinitat per a 1’acid nucleic de cadena senzilla i un altre d’afinitat debil. Ambdos
conformacions estan modulades per 1’estat d’unié a NTP. La unié del NTP afebleix la
interaccié de la proteina amb 1’acid nucleic, cosa que permet un periode breu de
moviment Brownia abans que la hidrolisi del NTP provoqui una reunié a I’acid nucleic
esbiaixada vers a un moviment cap endavant (Levin et al. 2005). Es el model
actualment proposat per a la translocaci6 i el desenrotllament per part del domini NS3

del virus HCV.

A la figura 1.3 es representa esquematicament un moviment de translocacié de

tipus brownia.
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Figura I.3: Esquema d’un mecanisme de translocacié de motor brownia. L’helicasa pateix
canvis en la seva afinitat per als acids nucleics de cadena senzilla. En I'estat d’uni6 forta amb
I'acid nucleic de cadena senzilla (esquerra), I'helicasa no pot moure’s. En I'estat d’'unié feble
(centre), I'helicasa es mou en ambdds sentits. La curta durada de I'estat d'unié feble, degut al
rapid canvi en l'estat d’'unié a NTP, manté I'helicasa propera al punt de partida. Quan torna a
I'estat d’unio forta (dreta) algunes molécules d’helicasa s’han desplagat cap endavant i algunes,
que s’havien desplagat cap enrere, retornen a la seva posicié original. La repeticié d’aquest
passos comporta un desplagament net cap endavant.

2.3 Mecanismes de desenrotllament d’acids nucleics de cadena

doble

Les helicases poden desenrotllar els acids nucleics duplexs gracies a que acoblen
la seva activitat de translocacié sobre els acids nucleics de cadena senzilla a 1’activitat
de separacié de bases. La translocacié al llarg de 1’acid nucleic es pot donar per
qualsevol dels mecanismes descrits a 1’apartat anterior. A continuacié es descriuen els

mecanismes propis de 1’activitat de desenrotllament.
2.3.1 Diferenciacié mecanismes actius i passius

Els mecanismes de desenrotllament del DNA es poden classificar en actius o
passius, en funcié de si ’helicasa participa en el procés de desenrotllament o només
estabilitza ’acid nucleic de cadena senzilla resultant (Lohman 1993; Lohman et al.
1996; von Hippel et al. 2001). Aquesta classificaci6 €s aplicable a tots els grups

d’helicases, tant les no hexameriques com les hexameriques.

En un mecanisme passiu, I’helicasa no interacciona amb la zona de doble
cadena, sind que utilitza la seva activitat de translocaci6é direccional al llarg dels acids
nucleics de cadena senzilla per moure’s cap a la regi6 monocadena adjacent a la zona

aparellada i estabilitzar-la. La cadena senzilla s’origina gracies a les fluctuacions
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termiques que provoquen 1’obertura transitoria i el posterior tancament dels parells de
bases a la zona d’uni6 entre la regié aparellada i la desaparellada de 1’acid nucleic.
Aquest fenomen s’anomena breathing (respiracié en angles) i es dona espontaniament
en una escala temporal de microsegons (Nonin et al. 1995). Com la probabilitat de fusié
simultania de varis parells de bases és molt baixa, es considera que els mecanismes
passius només permeten desenrotllar un o pocs parells de bases a cada moviment de

I’helicasa.

En un mecanisme actiu, I’helicasa interacciona directament amb la regié de
doble cadena 1 facilita la desestabilitzacié del diplex. Per tant, un model d’aquest tipus
implicaria I’existencia de llocs d’uni6 a acids nucleics de cadena senzilla 1 doble dins de
I’helicasa. Alternativament, en comptes d’interaccionar amb el ddplex, 1’helicasa podria
interaccionar simultaniament amb les dues cadenes senzilles desenrotllades i, mitjangant
torsid, desestabilitzar el duplex adjacent. Es considera que els mecanismes actius serien
propis d’helicases rapides, que es mouen a una taxa superior a la d’obertura transitoria

de les regions en forqueta (Betterton et al. 2005).

Cal tenir en compte que la classificacié en actiu o passiu distingeix entre dos
casos extrems que no reflecteixen el continu de comportaments que probablement es
donen a la natura. Aixi doncs, poden existir diferents graus de desenrotllament actiu
depenent del grau en que I’helicasa desplaca 1’equilibri cap a 1’obertura de la regié
aparellada, cosa que al seu torn depen del mecanisme d’acoblament de 1’activitat

NTPasa usat per I’helicasa i la natura de la seva interaccié amb I’estructura en forqueta.

2.3.2 Models per a SF1i SF2

Els mecanismes mitjancant els quals les helicases de SF1 i SF2 desenrotllen
processivament els acids nucleics s6n menys coneguts que els mecanismes de
translocaci6. El fet que la translocacid sigui necessaria perd no suficient per una
activitat helicasa processiva, suggereix que aquestes superfamilies empren mecanismes
de desenrotllament actiu. Aixo és consistent amb les evidéncies experimentals de que
Rep, UvrD, PcrA i NS3 utilitzen mecanismes actius per al desenrotllament dels duiplexs

(Wong et al. 1992; Soultanas et al. 2000a; Fischer et al. 2004; Cheng et al. 2007).
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Inicialment, es va proposar un model actiu de desenrotllament tipus inchworm
basant-se en les estructures cristal-lines de monomers d’helicases SF1 (PcrA i UvrD) i
SF2 (Hel308) unides a substrats en forqueta, les quals mostraven dos subdominis del
monomer (2B i 1B) contactant la regi6é de doble cadena (Velankar et al. 1999; Soultanas
et al. 2000a; Lee et al. 2006; Buttner et al. 2007). En aquest model, la uni6é de I’ATP i
el tancament concomitant del solc entre els subdominis d’unié a nucleotid (1A i 2A)
esta acoblat a moviments dels subdominis 2B i 1B, els quals interaccionen amb el
daplex i el desestabilitzen. El model assumeix que les formes monomeriques dels
enzims funcionen com a helicases actives. Ara bé, 1’observacié que el subdomini 2B és
autoinhibitori per a I’activitat helicasa del monomer in vitro, 1 que aquesta requereix
I’activacié per dimeritzaci6 o interaccions amb proteines accessories, suggereix que les
estructures cristal-lines dels monomers de SF1 i SF2 podrien ser complexes inactius que
requereixen 1’activacié mitjancant dimeritzacio i/o interaccions amb proteines auxiliars.
Conseqilientment, actualment aquest model esta en dubte i s’ha substituit pel model

inchworm dimeric (Lohman et al. 2008).

En un mecanisme inchworm dimeric, proposat originariament per a UvrD, la
subunitat lider funciona com a helicasa, interaccionant directament amb la zona diplex,
mentre que la subunitat del darrera funciona com a translocasa de cadena senzilla

(Maluf et al. 2003).

Finalment, també s’han proposat models pas a pas de cooperacié funcional
(cooperative inchworm) per explicar el reforcament de I’activitat helicasa gracies a la
multimeritzaci6 de varis monomers de SF1 o SF2 sobre el substrat a desenrotllar.
Aquestes helicases no formen oligomers estables i no mostren cooperativitat en la
hidrolisi del NTP ni en la uni6é a I’acid nucleic. En aquests models, la presencia de
multiples helicases bé inhibiria moviments cap enrere no productius dels enzims o bé, si
I’helicasa lider es dissocia de 1’acid nucleic, podria ser reemplacada per 1’helicasa del
darrera (Byrd et al. 2005; Tackett et al. 2005). De totes maneres, els determinants
d’aquesta cooperativitat no estan clars, doncs la mutacié de la superficie de contacte
entre monomers no implica una davallada important de 1’activitat helicasa in vitro, tot i

que si s’observa disminucié de viabilitat in vivo (Mackintosh et al. 2006).
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3. Helicases hexameriques: superfamilies SF3,

SF4, SF5, SF6 i SF7.

3.1 Forma funcional

Les helicases pertanyents a les superfamilies SF3, SF4, SF5, SF6 i1 SF7 actuen
com a homohexamers en forma d’anell, tal i com s’ha demostrat mitjancant estudis
bioquimics, de microscopia electronica i cristal-lografics dels membres de les diferents
superfamilies (Patel et al. 2000; Matias et al. 2006; Gallant 2007; Singleton et al. 2007,
Costa et al. 2008). De fet, la forma monomerica d’aquestes helicases no €s activa com
NTPasa i tampoc poc catalitzar el desenrotllament dels acids nucleics de doble cadena,
per tant, I’hexameritzacié €s essencial per a la funci6. Aquesta estructura en forma
d’anell esta estabilitzada per la uni6 a NTP i/o a ions metal-lics, aixi com pel substrat

d’acid nucleic (Patel et al. 2000).

A la figura 1.4 es mostra I’estructura quaternaria d’un representat de cadascuna

de les cinc superfamilies d’helicases hexameriques.
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Figura 1.4: Organitzacié quaternaria de les families d’helicases hexamériques. De SF3 es
representa la E1 del BPV en complex amb ssDNA (codi PDB: 2GXA). De SF4, la helicasa del
fag T7 (codi PDB: 1EQJ). De SF5, la Rho d’E. coli (codi PDB: 1PV4). Per a SF6 no hi ha cap
estructura cristal-lina i es mostra la reconstruccié de microscopia electronica del doble hexamer
de MCM de I'arquea Methanobacterium thermoautotrophicum (Gomez-Llorente et al. 2005). Per
a SF7, es mostra ’hexamer cristal-lografic de la pontina humana (codi PDB: 2C90).
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Les estructures en forma d’anell sén comunes als enzims del metabolisme dels
acids nucleics (Hingorani et al. 1998). Per exemple, la polimerasa replicativa assoleix
I’alta processivitat observada in vivo gracies a trobar-se associada al seu substrat de
DNA fisicament mitjancant la pinca lliscant, la qual té forma d’anell tant a virus,
bacteris com eucariotes (Johnson et al. 2005). Igualment, totes les helicases que
treballen desenrotllant el DNA al front de la forqueta de replicacié presenten una
estructura en forma d’anell. Aixo els permet romandre unides al substrat durant més
temps i poder desenrotllar centenars de kilobases del genoma abans de dissociar-se
(Pomerantz et al. 2007). Altres processos que també requereixen una alta processivitat,
com ara I’empaquetament del genoma viral, també estan catalitzats per proteines en
forma d’anell, per exemple la translocasa hexamerica P4 del fag ¢12 (Kainov et al.
2006). Per tant, I’evolucié de les helicases hexameriques cap a un oligomer en forma
d’anell els confereix la capacitat d’augmentar de manera molt eficient la seva
processivitat, caracteristica clau en els processos que catalitzen, per exemple en la
replicacid, la reparacid i la recombinaci6 dels genomes. Addicionalment, 1’arranjament
en anell permet I’acoblament dels cicles NTPasa entre totes les subunitats de 1’hexamer,
augmentant aixi 1’eficiencia d’aquests cicles catalitics per promoure la translocacié de

I’helicasa.

Ara bé, al tractar-se d’anells tancats aix0 suposa un problema alhora
d’interaccionar amb el seu substrat, de manera que es necessita un procés de carrega al
motlle d’acid nucleic. Les helicases hexameriques poden emprar proteines accessories
que el permetin carregar-se al DNA/RNA o bé autoassemblar-se al voltant de 1’acid
nucleic sense emprar cofactors addicionals (Davey et al. 2003). Per exemple, DnaB de
SF4 empra la proteina DnaC per carregar-se a 1I’origen de replicacié (veure apartat 1.3.1
de la introduccid), mentre que Rho de SF5 s’autoassembla mitjangant un mecanisme

d’obertura d’anell (Skordalakes et al. 2003; Skordalakes er al. 2006).

3.1.2 Variacions respecte a un homohexamer

Tot i que aquestes cinc superfamilies d’helicases invariablement oligomeritzen
formant un anell, existeixen algunes excepcions i1/0 variacions a l’associacié en

homohexamers a les superfamilies SF3, SF4 1 SF6, tal i com es descriu a continuacio.
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Els membres de SF3 formen dobles hexamers sobre els origens de replicacio
(Fouts et al. 1999; Valle et al. 2000), estat que assoleixen mitjancant la transicid
seqiiencial de monomers/dimers a dobles trimers i finalment a dobles hexamers que es
déna a mesura que passen de I’activitat inicial d’uni6 i fusi6é de 1’origen a 1’activitat
d’helicasa replicativa (Schuck et al. 2005). Es creu que la forma de doble hexamer en
disposici6 cap a cap, amb els dos hexamers interaccionant a través dels seus dominis
d’uni6 a I’origen, és la que funciona durant la replicacié del genoma viric (Hickman et
al. 2005). Ara bé, les dades estructurals recents no corroboren aquesta disposicid, doncs
la polaritat de la cadena de ssDNA unida al canal central de I’helicasa E1 del virus del
papil-loma bovi (BPV) és incompatible amb aquest arrengament ja que implica que el
ssDNA entra a I’hexamer per la zona corresponent al domini d’uni6é a I’origen, que
conseqiientment estaria disposat proper a la zona del diplex. Per tant, aquestes dades
suggereixen que, un cop assemblats a I’origen, els dos hexamers es mourien passant un
al costat de I’altre i quedarien associats a través dels seus dominis ATPasa, deixant els
dominis d’unié a DNA a la part exterior del dodecamer, o bé funcionarien separadament

(Enemark et al. 2006).

A SF4, I’helicasa replicativa del fag T7, a part de la seva forma hexamerica
predominant, també pot presentar-se com a anell heptameric. La rellevancia biologica
de I’heptamer no esta clara i s’ha suggerit que podria tractar-se de la forma de 1’helicasa
capag¢ de translocar-se al llarg de dsDNA o tenir algun paper durant 1’assemblatge de

I’anell al voltant del DNA (Toth et al. 2003).

A SF6, el complex MCM eucariotic conté 6 proteines homologues que
heterooligomeritzen per formar un hexamer. Encara que no hi ha dades estructurals
directes, es creu que aquest pren la forma d’un anell. A arquees, el MCM conté un sola
proteina que, segons els estudis de microscopia electronica, presenta un gran
polimorfisme estructural, doncs pot associar-se en hexamers, anells dobles tant
hexamerics com heptamerics i fins i tot en filaments helicoidals. Malgrat aquesta
diversitat, es creu que la forma rellevant biologicament és 1’hexamer o el doble hexamer

(Costa et al. 2008).
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3.2 Mecanismes d’hidrolisi d’ATP

Una caracteristica comuna a les helicases hexameriques €s que posseeixen sis
llocs d’uni6 a NTP amb una forta cooperativitat negativa entre ells (Patel ef al. 2000).
L’excepci6é és I'antigen T gran de SV40, que mostra poca cooperativitat i és capag
d’unir 6 molecules de nucleotid amb afinitat similar (Huang et al. 1998). També és
comu a totes les helicases hexameriques que el lloc d’unié a nucleotid es situi a la
interficie entre dos monomers, concretament entre dos dominis amb plegament
RecA/AAA+ procedents de subunitats adjacents. Aixo implica que la uni6 del NTP i la
seva subsegiient hidrolisi esta influenciada per la orientaci6 relativa entre els protomers
que conformen I’hexamer. Conseqiientment, els models d’unié i hidrolisi de NTP
proposats per a les helicases hexameriques van des de mecanismes concertats, on les sis
subunitats actuen simultaniament i mantenen la simetria al llarg de tot el procés
enzimatic, a mecanismes asimetrics seqiiencials, en els quals els protomers adjacents es

troben en estats diferents.

A continuaci6 es presenten els models d’hidrolisi de NTP considerats actualment
per les helicases hexameriques. Cal tenir en compte que més d’un d’ells pot ser correcte,
depenent de la familia, i també que una mateixa proteina pot presentar mecanismes
d’hidrolisi de nucleotid diferents en preséncia o absencia del seu substrat d’acid nucleic.

A la figura L.5 es representen esquematicament els tres mecanismes explicats al text.

3.2.1 Model dels tres llocs seqiiencials (basat en ’'ATPasa F1)

Aquest model va ser proposat originariament degut a la percepcié de similituds
entre les helicases SF4 i SF5 1 I’ATPasa F1 (Hingorani et al. 1997; Stitt et al. 1998).
Postula I’existencia de tres llocs potencials d’hidrolisi de NTP a I’hexamer situats a les
interficies entre subunitats alternades. Aquests llocs poden trobar-se en un dels tres
estats interconvertibles segiients: unit a NTP (estat T), unit a NDP (estat D) o buit (estat
E). A cada moment, cadascun dels tres llocs d’unié a nucleotid es troba en un estat
diferent. Quan un NTP es hidrolitzat al lloc T, el lloc D allibera NDP i fosfat inorganic,
mentre que el lloc E uneix un NTP entrant. Per tant, es produeixen canvis d’estat

simultanis a tots tres llocs d’uni6 a nucleotid. Les reaccions a cada lloc depenen de les
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reaccions que es donen als llocs adjacents, fet que assegura la catalisi seqiiencial als tres
llocs. Aquest cicle es repeteix de manera que tots tres llocs catalitics passen pels tres

estats d’uni6 a nucleotid, retornant a I’estat inicial al cap de tres cicles.

Els primers estudis bioquimics semblaven donar suport a aquest model de tres
llocs seqiiencials per les helicases hexameriques de SF4 1 SF5 (Patel et al. 2000). Per
exemple, els estudis en 1’helicasa DnaB suggerien la presencia de tres llocs d’alta
afinitat a NTP per hexamer, amb els llocs restants de més baixa afinitat (Biswas et al.
1986; Bujalowski et al. 1993). Ara bé, aquest model presenta el problema de que, a
diferencia de I’ATPasa F1 que té cadenes diferenciades catalitiques (o) i no catalitiques
(B), les helicases SF4/SF5 només tenen un tipus de subunitat. Conseqiientment, tots sis
llocs sén potencialment competents per l'intercanvi de NTP i no esta clar com
s’establirien els llocs no catalitics alternants. De fet, a la llum de les noves dades
mecanistiques determinades amb tecniques més precises, aquest model ja no es
considerat ni per les helicases gp4 de T7 ni per Rho, per les quals va ser proposat, i ha
estat substituit per un model de “tots els llocs seqiiencialment” (Liao et al. 2005;

Adelman et al. 2000).

3.2.2 Model de tots els llocs seqiiencialment

En aquest model, totes les subunitats de 1’hexamer son catalitiques i ciclen a
través dels estats T, D i E. La hidrolisi de NTP esta coordinada entre subunitats
adjacents, amb tres subunitats contigiies en els estats T, D 1 E en un determinat moment
(Singleton et al. 2000). Una variaci6 d’aquest model proposa I’existéncia de blocs
d’estats d’unié a nucleotid, amb multiples subunitats adjacents en el mateix estat
(Enemark et al. 2006). Comud a aquests dos models és la nocié de que totes les
subunitats de la proteina son catalitiques 1 contacten 1’acid nucleic en algun moment
durant el cicle de translocaci6é. Aixo implica que el sistema hauria de ser extremadament
sensible a un “enverinament” per subunitats mutants defectives bé en la hidrolisi de
NTP o en la unié a DNA. Treballs recents amb la gp4 de T7 han demostrat que €s aixi,
doncs I'activitat NTPasa depenent de ssDNA és gairebé abolida completament per una

petita quantitat de subunitats no catalitiques. A més, aquest treball també demostra que,
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en abseéncia de DNA, el sistema esdevé no acoblat i els monomers sén capacgos

d’hidrolitzar NTP de manera independent 1’un de 1’altre (Crampton et al. 2000).

Evidencies estructurals donen suport a aquest model per les helicases de SF3
(Enemark et al. 2006) i les de SF4 i SF5 (Singleton et al. 2000). Tal i com s’ha
comentat anteriorment, dades bioquimiques recents combinades amb metodes
computacionals també donen suport a aquest model per a gp4 i Rho (Liao et al. 2005;

Adelman et al. 2006).

3.2.3 Model concertat

Aquest model, també anomenat de tancament d’iris, proposa que totes sis
subunitats es troben en el mateix estat i que s’intercanvien entre els estats T, D i E

simultaniament (Gai et al. 2004).

El model ha estat suggerit en base als estudis estructurals de I’antigen T gran de
SV40 de la familia SF3 i també podria ser aplicable a les translocases amb plegament
tipus AAA" (Singleton et al. 2007). Hi ha algunes evidéncies de que aquestes proteines
mostren caracteristiques d’unié a nucleotid que difereixen de les dels enzims de SF4 i
SF5 (Huang et al. 1998), les quals serien consistents amb un mecanisme concertat, pero
dificils de reconciliar amb les estructures dels complexes de les helicases gp4 (SF4) o
E1 amb ssDNA (SF3) (Singleton et al. 2007). Alternativament, s’ha proposat que les
helicases de SF3 emprarien especificament un mecanisme d’hidrolisi de NTP concertat
durant la fusié de I’origen i que després canviarien a un mecanisme seqiiencial per al

desenrotllament replicatiu (Hopfner et al. 2007).
A la figura 1.5 es representen esquematicament els tres mecanismes d’hidrolisi

de NTP que s’han explicat, aixi com una variacié del mecanisme de tots els llocs

seqiiencialment.
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Figura 1.5: Models d’hidrolisi i alliberament de NTP per a les helicases hexameériques. Es
representen els tres mecanismes explicats al text. Els colors indiquen diferents subunitats de
I'hnexamer, no diferents estats nucleotidics. Les subunitats no catalitiques del model (A) sén
grises. Els diferents estats d’'unié a nucleotid estan etiquetats T (unit a NTP), D (unit a NDP) i E
(buit). S’inclouen dues variants per al model de tots els llocs seqliencialment: (B1) una versi6
amb simetria dos proposada per a gp4 no unida a DNA, i (B2) una versi6 en blocs basada en
I'estructura de E1 unida a ssDNA. En els models que només tenen tres estats dintre del cicle
d’hidrolisi de NTP, una fletxa solida uneix l'estat final amb linicial. La fletxa discontinua del
model (B2) indica que hi ha més de tres passos.
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3.3 Acoblament de I'activitat NTPasa a la translocacio

A tots els models anteriors, la unié a nucleotid i la seva subsegiient hidrolisi

estan acoblades a la translocacié de la proteina al llarg de 1’acid nucleic.

Els models de translocacié al llarg dels acids nucleics de cadena senzilla han
estat inferits de les progressives dades estructurals obtingudes per les helicases
hexameriques. Una caracteristica comuna a totes les estructures quaternaries d’aquestes
helicases és que els llacos d’uni6 als acids nucleics es projecten cap al canal central de
I’anell. Addicionalment, les estructures de les helicases gp4D i1 El unides a nucleotid
suggereixen que aquests llacos rastregen I’espiral de 1’esquelet de DNA i que els seus
moviments estan conduits per la unié a nucleotid i la seva subsegiient hidrolisi. Cal
destacar que a tots els estudis estructurals, les posicions del llagos d’uni6 al DNA no
presenten un moviment semblant a una frontissa respecte a la resta del domini, sin6é que
els dominis RecA/AAA+ sencers es mouen uns respecte dels altres i dels dominis
d’oligomeritzacié. Ara bé, la naturalesa exacte dels canvis mecanics que condueixen el
moviment dels llagos 1 modulen I’afinitat de la unié al DNA no han estat determinats
encara, alhora que es probable que presentin lleugeres variacions a les diferents families
d’helicases hexameriques. A continuacié es presenten els models de translocacié més

acceptats actualment.

3.3.1 Model de transferéncia entre subunitats

La primera estructura cristal-lina d’un anell va ser del domini helicasa de la
proteina del gen 4 (gp4D) del bacteriofag T7, la qual pertany a SF4 (Singleton et al.
2000). Cristal-litza en forma d’hexamer amb nucleotids units a quatre de les sis
interficies entre subunitats i els llacos d’uni6 a DNA projectats cap a 'interior de
I’anell. L’hexamer mostra desviacions respecte a una simetria sis, cosa que porta com a
conseqiiencia que les interficies entre subunitats, els llacos d’uni6 a DNA 1 els dits
d’arginina no es trobin en conformacions equivalents a les diferents subunitats.
L’analisi dels llocs d’unié a nucleotid de les posicions no equivalents rebel-la diferents
ocupancies nucleotidiques a cadascun dels tres tipus de butxaca nucleotidica, que es van

designar com estat d’unié competent a NTP (T), d’unié competent a NDP (D) i buit (E).
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Aquests estats estan correlacionats amb la posici6 vertical del llacos d’unié al DNA
quan es visualitzen perpendiculars al canal central, I’eix putatiu de translocacié del
DNA. Aquesta asimetria de 1’anell proporciona una explicacié per la cooperativitat
negativa observada, alhora que suggereix un mecanisme per a I’acoblament de la
hidrolisi de nucleotids amb la translocacié del ssDNA. Es va inferir un mecanisme de
translocaci6 rotacional conduida per hidrolisis de NTP seqiiencials, durant el qual els
llocs d’uni6 a NTP permuten ciclicament entre I’estat T, D i E a mesura que el seus
llagos d’unié al DNA associats es mouen de la part superior del canal (I’entrada) a la
part inferior (sortida). El ssDNA seria transferit d’una subunitat unida a NTP a la
subunitat veina, que proporciona el dit d’arginina. A la figura 1.6 es representa
esquematicament aquest model. El mecanisme proposat estava d’acord amb estudis
cinetics previs que suggerien una ruta de reaccié rotacional no concertada i tenia varies

analogies notables al model proposat per a la F1-ATPasa.

Figura 1.6: Model de transferéncia entre subunitats per a la translocacié de ssDNA
proposat per I’helicasa de T7. A) Localitzacié dels llagos d’'unié a DNA dins 'hexamer de gp4.
B) Representacié esquematica del mecanismes de translocacié en un 'hexamer obert formant
una linea. Les subunitats en blau es troben en 'estat T, les grogues en el D i les liles en 'estat
E. Els llagos d'unié a ssDNA es representen en vermell i el ssDNA en groc i negre per il-lustrar
el seu pas al llarg de 'anell, amb cada banda de color representant una unitat de translocacié.
A l'esquerra es mostra la vista lateral de la translocacid, amb les tres subunitats frontals de
I'hexamer representades en transparencia per claredat. Figura adaptada de Singleton et al.,
2000.
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3.3.2 Model concertat (tot o res)

Subsegiientment, es va determinar 1’estructura hexamerica de 1’helicasa de SF3
antigen gran (Tag) de SV40 en tres estats nucleotidics diferents: (Tag-ATP)s, (Tag-
ADP)g i (Tag-buit)s (Li et al. 2003; Gai et al. 2004). Contrariament a 1’estructura de
I’helicasa de T7, aquestes estructures eren altament simetriques, especialment (Tag-
ATP)g 1 (Tag-buit)e. L’observacié d’aquests tres estats nucleotidics independents i la
mancanga aparent d’especies nucleotidiques mixtes portaren a la hipotesi de que la
molecula adoptava exclusivament configuracions de tot o res als sis llocs d’unié a ATP.
Aquestes conformacions eren mantingudes col-lectivament al llarg del cicle NTPasa:
hidrolisi concertada a totes 6 interficies entre subunitats, seguida d’un alliberament
d’ ADP concertat, seguit d’una uni6é concertada de molecules d’ATP a cadascuna de les
interficies per completar aixi el cicle. En aquestes estructures, aixi com a gp4 de T7, les
posicions dels llacos d’uni6 a DNA de [Dinterior de I’anell hexameéric estaven
correlacionades amb 1’estat nucleotidic, amb (Tag-ATP)s col-locant els llagos a la part
superior del canal 1 (Tag-buit)s a la part inferior. Al contrari que pel model T7gp4, es
proposava que el DNA entrava al complex a la cara associada amb les configuracions

buides en comptes de per la cara associada amb la unié a ATP.

3.3.3 Model d’escorta coordinada

Finalment, s’obtingué la primera estructura d’una helicasa hexamerica unida
amb ssDNA: I’helicasa E1 del virus del papil-loma bovi (sense el domini N-terminal
d’unié a ’origen), pertanyent a SF3 (Enemark et al. 2006). A 1’estructura, el domini
d’oligomeritzacié forma un collar amb simetria sis que estabilitza 1’hexamer, amb els
dominis AAA" desplacats respecte a una simetria radial perfecte. Sis bases de
I’oligonucleotid de cadena senzilla s6n unides al canal central de I’hexamer mitjangant
interaccions estretes entre 1’esquelet fosfodiester i sis llacos d’unié a ssDNA que
disminueixen progressivament d’alcada al llarg de 1’anell. Conseqiientment, les
interaccions entre aquests llacos 1 el ssDNA generen una disposicié semblant a una

escala de cargol de ma dreta, la qual reforca 1’asimetria radial de 1’anell.
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Encara que cadascuna de les sis butxaques nucleotidiques de 1’hexamer estan
ocupades per ADP, no son equivalents, sin6é que hi ha tres coordinacions nucleotidiques
diferents, les quals s’interpreten com d’unié a ATP (T), unié a ADP (D) 1 buida (E).
Aquesta classificacio esta parcialment derivada de la proximitat de les dues subunitats
que conformen la butxaca nucleotidica bipartida. Al tipus T, els residus catalitics
procedents d’ambdues subunitats veines es posicionen de manera compacta al voltant
del nucleotid unit. Al tipus D, els residus procedents de les subunitats adjacents estan
més allunyats perd encara interactuen. Al tipus E, no existeix cap mena d’interaccié. Si
ens moguem al voltant de I’anell, hi ha dos o tres llocs del tipus ATP, dos del tipus ADP
1 un o dos llocs buits. Al contrari que per a la F1-ATPasa i1 el model proposat per gp4, hi
ha multiples llocs de cada tipus presents a I’hexamer i estan agrupats seqiiencialment al
voltant de I’anell (veure figura 1.7). Paral-lelament, tal i com ja s’havia observat per
gp4D 1 Tag, la posicié vertical dels llacos d’uni6 al ssDNA de I’interior del canal es
correlaciona amb 1’estat de la butxaca nucleotidica associada. El llocs T tenen els llagcos
a la part de dalt de I’espiral (és a dir, a I’extrem 5’ de la cadena de DNA), els llocs D els

tenen a nivells entremitjos i els llocs E col-loquen els llagos a la part de baix.

En base a aquestes observacions, es proposa un mecanisme d’escorta coordinada
per la translocaci6 unidireccional del ssDNA dependent d’ATP. Els llagcos d’uni6
interaccionen amb 1’esquelet del DNA monocadenari a mesura que aquest passa pel
canal central, de manera que el DNA és unit simultaniament per multiples subunitats
des dels llagos T a I’extrem superior de 1’hexamer fins als llacos E a I’inferior. Durant la
progressi6 del cicle catalitic, els llagcos es mouen cadascun un pas cap avall, estirant el
DNA amb ells. La hidrolisi de I’ATP i el moviment dels llacos esta coordinada entre les
subunitats adjacents gracies a una serie d’interaccions mantingudes entre residus basics
1 acids dels llagos d’'uni6 a DNA procedents de monomers adjacents. Aquestes
interaccions s’anomenen ‘“‘formadores d’escala”, doncs estabilitzen 1’arranjament en
escala de cargol que formen els llacos d’uni6 a acid nucleic. A mesura que el llag
assoleix el fons del canal, allibera el DNA monocadenari i torna altre cop a la part
superior per unir una nova molécula d’ATP 1 tornar a comengar el cicle. La
caracteristica diferencial d’aquest model és que cada llag d’uni6 al DNA manté un
contacte continu amb un nucleotid del ssDNA i tot ’arranjament en escala de cargol

migra col-lectivament cap a baix al produir-se la hidrolisi de I’ATP i I’alliberament de

32



I’ADP. Quan un llag arriba al fons de 1’escala, allibera el ssDNA associat aixi com les
interaccions formadores d’escala amb el lla¢ d’unié a DNA adjacent. Subsegiientment,
una molecula d’ATP s’uneix a la interficie lliure i, al unir el proper nucleotid del
ssDNA, el llagc migra cap a la posicié de dalt de 1’escala i s’acobla al segiient llag
mitjangant les interaccions formadores d’escala. Una caracteristica important d’aquest
mecanisme €s que la posici6 de cada llag d’uni6 al DNA esta governada no només per la
configuracié associada amb el seu lloc d’uni6é a ATP, sin6 també per les posicions del
llacos d’uni6 al DNA de les subunitats adjacents gracies a les interaccions formadores

d’escala que s’estableixen entre ells.

vista lateral

Figura 1.7: Mecanisme d’escorta coordinada per a la translocacié de ssDNA proposat per
I’helicasa E1 de BPV. A) Model cristal-lografic de 'hexamer d’E1 unit a un 13-mer de ssDNA i
a ADP. La vista frontal és des I'extrem 5’ del ssDNA. Cada monomer es representa en un color
diferent i s’indica I'estat de la butxaca d’'unié a nucledtid a cada interficie entre subunitats. Les
molecules d’ADP i el ssDNA es representen en sticks. Codi PDB: 2GXA. B) Representacio
esquematica de 'hexamer E1 obert formant una linea. Les subunitats vermella i taronja estan
en contacte en I'hexamer tancat. Cada llag d’unié a DNA (en groc) contacta un nucleotid (gris).
El panell superior equival a la estructura de (A), amb el llag del monomer vermell en la posicid
més alta de I'escala de cargol. La translocacié del ssDNA, en passos d’'un sol nucleotid, esta
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conduida pel moviment coordinat de tots sis llagos en resposta a la unié, hidrolisi i allibberament
net d’'una molécula d’ATP. A cadascun dels cicles, cada subunitats transloca un nucleotid i
cada interficie intersubunitat hidrolitza una molécula d’ATP i allibera un molécula d’ADP. Un
cicle complert doncs, transloca sis nucleotids de ssDNA, hidrolitza 6 ATP i allibera 6 ADP.
Figura adaptada de Ha, 2007.

3.3.4 Consideracions finals

Les parelles de residus implicades en les interaccions formadores d’escala que
s’estableixen entre residus basics 1 acids als llacos d’uni6 a ssDNA d’El estan
conservades en els llacos d’unié a acid nucleic de les helicases de SF4 i, de fet, també
interactuen estructuralment en el cas de gp4 de T7 (Singleton et al. 2000). Aixo
suggereix que els membres de SF4 podrien emprar un mecanisme d’escorta coordinada

com el descrit per I’E1 de SF3.

Tot i que Tag, I’altre membre de SF3 caracteritzat estructuralment, s’ha proposat
que actua mitjancant un mecanisme d’hidrolisi i translocacié concertat, la semblanca
estructural 1 funcional d’aquesta proteina amb El suggereix que ambdues podrien
emprar el mateix mecanisme i que la simetria observada a Tag es trencaria al
interaccionar amb 1’acid nucleic de cadena senzilla. Alternativament, podria ser que Tag
(i la resta de membres de SF3) empressin un mecanisme concertat per fondre 1’origen i

després canviessin a un mecanisme d’escorta coordinada (Enemark et al. 2008).

Finalment, una caracteristica interessant comuna a tots aquests models és que la
geometria dels llacos i la seva interaccié amb 1’acid nucleic fa que es necessiti molt
poca rotacié del DNA en relacié a la proteina, reduint els possibles problemes de

superenrotllament durant la replicacio.

3.4 Mecanismes de desenrotllament del duplex

Igual que en el cas de les helicases monomeriques, a les helicases hexameriques
el desenrotllament del substrat esta acoblat a la translocacid. A continuacié es descriu el

model més ampliament acceptat, juntament amb les altres propostes existents a la
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literatura. Finalment, es discuteix sobre si les helicases en forma d’anell empren

mecanismes actius o passius pel desenrotllament.

3.4.1 Model d’exclusio estérica

Les evideéncies bioquimiques i estructurals de que 1’acid nucleic s’uneix al canal
central de I’anell hexameric 1 que les helicases interactuen més fortament amb una de
les monocadenes de I’acid nucleic, fan que actualment el mecanisme més consensuat de
desenrotllament del ddplex impliqui un model d’exclusié estérica, originalment
anomenat model de cunya mecanica (wedge). En aquest model, una cadena de I’acid
nucleic a desenrotllar passa a través de I’anell hexameric i 'altra cadena queda
completament fora d’aquest, de manera que la translocacié unidireccional de 1’helicasa
al llarg d’una de les cadenes senzilles mentre s’exclou I’altra separa fisicament el
daplex. En aquest model I’helicasa no interaccionaria ni amb la cadena exclosa ni amb

la regi6 de doble cadena.

La majoria, potser totes, les helicases hexameriques operen per mitja d’aquest
model, basant-nos en la seva capacitat per passar per sobre d’un substituent voluminds
quan és present en una de les cadenes (I’exclosa) perd no a I’altra (sobre la que es
transloquen). Per als membres de SF4, evidencies bioquimiques (Bujalowski er al.
1995; Hacker et al. 1997; Jezewska et al. 1998a; Kaplan 2000) i de microscopia
electronica (Yu et al. 1996a) suggereixen que una sola cadena de DNA passa a través
del canal amb la segona cadena desplagada fora de I’anell. Igualment, aquest model
també és consistent amb ’estructura de ’helicasa de SF3 E1 en complex amb DNA de

cadena senzilla.

Inicialment, s’havia proposat una variant d’aquest model d’exclusi6 esterica, el
model torsional, en el qual I’helicasa interaccionaria tant amb la cadena que es transloca
a través del seu canal interior com amb la cadena exclosa. Empraria aquestes
interaccions per rotar una cadena respecte 1’altre, desestabilitzant aixi el diplex. També
s’havia proposat un model de desestabilitzaci6 del duplex, en el qual I’helicasa

interaccionaria directament amb aquesta regi6 (Patel ef al. 2000). Ambddés models s’han
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descartat perque no hi ha evideéncies experimentals de que les helicases hexameriques

interaccionin amb la cadena exclosa o amb el duplex.
3.4.2 Altres models

Per altres membres de SF3, aixi com per les restants families amb plegament
AAA+ (SF6 1 SF7), s’han proposats models en que 1’enzim encercla les dues cadenes
del DNA. Un problema evident de I’encerclament del DNA de doble cadena és que no
hi ha cap manera evident d’impedir el reanellament immediat de les cadenes a mida que
aquestes passen a través de I’hexamer. Aix0 és podria solucionar postulant que altres
proteines accessories, com ara altres components de la forqueta de replicacid, s’uneixen

a les cadena senzilles separades i impedeixen el reanellament.

Per exemple, per Tag s’han proposat ambdds tipus de models, tant d’exclusi6
esterica amb translocacié de ssDNA com d’encerclament i translocacié de dsDNA. Els
models que impliquen DNA de doble cadena es basen en que la unitat funcional com a
helicasa replicativa és un doble hexamer encarat cap a cap, cadascun del quals
bombejaria dSDNA cap al seu interior. La fusié del diplex es donaria bé dins del canal
mitjancant distorsions electroestatiques o gracies a la for¢a generada al empenyer el
DNA duplex contra ell mateix. El ssDNA resultant sortiria a través de la zona central
del dodecamer gracies a canals formats entre els dominis d’uni6 a DNA dels dos
hexamers associats o entre els dominis d’unié a DNA i els AAA+ de cada hexamer
(Hickman et al. 2005). Aquest model es basava en les imatges de microscopia
electronica dels dobles hexamers formats per Tag sobre oriC, doncs s’observava una
massa que sobresortia de la zona central del doble hexamer i que s’havia atribuit al
ssDNA (Valle et al. 2000). Ara bé, les estructures cristal-lines de Tag mostren que el
canal interior presenta diametres inferiors a 7 A en ’estat unit a ATP i d’uns 15 A sense
nucleotid, insuficients per permetre el pas del dsDNA que té aprox. 20A de diametre,
per tant, només hi cabria ssDNA (Li et al. 2003; Gai et al. 2004). Aquest fet, juntament
amb que I’helicasa E1, també pertanyent a SF3, uneixi ssDNA al seu interior, ha portat
a que actualment es consideri que les helicases de SF3 separen els duplexs d’acid
nucleic mitjancant un mecanisme d’exclusio esterica (Singleton et al. 2007). En tot cas,

similarment al que ja s’ha comentat pels mecanismes d’hidrolisi d’ATP 1 translocacio,
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el bombeig de dsDNA i la formaci6 de dobles hexamers estaria associat especificament
a l'etapa de fusi6 de l'origen d’aquestes proteines, que després canviarien de

mecanisme.

Per a les helicases de SF6, la situacié és similar doncs, en base a la seva
capacitat de translocar-se tant sobre DNA de doble cadena com de cadena senzilla,
s’han proposat tant mecanismes d’exclusio esterica com similars al descrit anteriorment
per Tag de bombeig de dsDNA per part d’un doble hexamer (Takahashi ez al. 2005). En
el cas de separar les bases del DNA mitjancant I’exclusié d’una de les cadenes, s’ha
proposat que aquesta proteina tindria un comportament equivalent a 1’observat per
DnaB, la qual és capag de translocar-se sobre dsDNA sense desenrotllar-lo, perd canvia
a una activitat propiament helicasa quan troba un substrat amb una cua de cadena

senzilla adequada (Kaplan et al. 2003).

Finalment, un model d’encerclament del dsDNA és consistent amb la funcié de
la translocasa RuvB, la qual actua com a una bomba de dsDNA, amb el diplex separat

subsegiientment per la proteina associada RuvA.

4.4.3 Desenrotllament actiu o passiu?

En el model més simple, la for¢a generada per la translocaci6 direccional al llarg
del ssDNA separa les cadenes complementaries sense necessitar un mecanisme
especific de fusié dels parells de bases. Els primers calculs mecanistics semblaven
indicar que les helicases replicatives desenrotllaven els acids nucleics a través d’un
mecanisme passiu. Aixi doncs, es va proposar que atrapar la cadena senzilla originada
per les fluctuacions termiques de la forqueta ja era suficient per generar la rapida taxa
d’activitat helicasa, concretament associada a la replicacié gendmica, observada in vivo
(Delagoutte et al. 2002). Igualment, es proposa que Rho, el factor de terminaci6 de la
transcripcid, també actuaria a través d’un mecanisme passiu (von Hippel et al. 2001).
Similarment, en base a la important reduccié observada entre la taxa de translocacio i
desenrotllament de gp4 de T7 (nou vegades inferior), també s’inferi que gp4 empraria

un mecanisme passiu per separar les bases del dsSDNA (Jeong et al. 2004).
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L’avenc¢ de les tecniques de molecula senzilla (single molecule) ha permes
realitzar uns calculs molt més acurats i sofisticats de I’activitat tant de translocacié com
de separaci6 de cadena de les helicases (Rasnik et al. 2006). Actualment, dues helicases
hexameriques han estat caracteritzades mitjancant aquesta tecnica: gp4 i gp41 dels fags
T7 i T4, respectivament. Encara que ambdues pertanyen a la mateixa superfamilia, SF4,
1 funcionen com a helicases replicatives, s’ha deduit que gp4 de T7 empra un
mecanisme de desenrotllament actiu (Johnson et al. 2007), mentre gp41 utilitza un

mecanisme passiu (Lionnet et al. 2007).

Segons les dades de single-molecule, gp4 de T7 desenrotlla el dsDNA gracies a
un mecanisme actiu, en el qual desestabilitza la forqueta bé per repulsié electroestatica
(degut a la carrega superficial predominantment negativa de 1’exterior de 1’hexamer) i/o
per torcedura severa del ssDNA entrant degut a I’exclusié esterica. La taxa de
desenrotllament depen de la composicié de la cadena a separar, amb taxes més baixes
per a zones riques en AG i més altes per a zones riques en AT. A més, es demostra que
al aplicar una forga externa en el sentit de desenrotllament de la forqueta, 1’helicasa
augmentava significativament la seva processivitat i velocitat de desenrotllament fins
apropar-se als valors observats in vivo. Aquests resultats indicaven que gp4 emprava un
mecanisme parcialment actiu per desenrotllar el DNA, que podia ser ajudat in vivo per
I’associacié amb altres components del replisoma. Concretament, la polimerasa que
s’associa a la cadena lider, mentre I’helicasa ho fa a la retardada, podria generar la forca
complementaria que augmentaria la velocitat de ’enzim, fet que explicaria 1’activacid
de I’helicasa per part de la polimerasa in vivo (Hamdan et al. 2007). Aquesta cooperacio
té una gran rellevancia biologica, doncs implica que 1’helicasa només és totalment
activa en el context del replisoma, evitant aixi desenrotllament incontrolat a zones no
permeses del genoma. Paral-lelament, un estudi mecanoquimic de gp4 també déna

suport a un mecanisme helicasa parcialment actiu (Donmez et al. 2007).

Per contra, estudis similars realitzats amb 1’helicasa gp41 del fag T4 indiquen
que aquesta empra un mecanisme passiu (Lionnet et al. 2007). També s’observa un
augment de la processivitat 1 la velocitat de desenrotllament al aplicar una for¢a externa,
en concordanca amb la major activitat de la proteina quan s’associa als altres enzims

que actuen a la forqueta de replicacio .
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El fet que dues helicases tan semblants estructural i funcionalment semblin
emprar mecanismes diferents, exemplifica la dificultat d’arribar actualment a una
conclusié general respecte a la natura del desenrotllament emprat per les helicases
hexameriques. Caldra esperar a noves dades i millores en les técniques per mesurar

I’activitat d’aquestes helicases.
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II. LA PROTEINA DNAB

1. Caracteritzacio historica

El gen dnaB va ser caracteritzat a partir de 1’aillament de mutants de la bacteria
Escherichia coli sensibles a temperatura, els quals eren incapagos de replicar el seu
genoma a temperatures no permeses. El fet que a aquests mutants es produis una parada
immediata de la sintesi de DNA va portar a considerar el producte genic de dnaB
essencial per a la replicacié del cromosoma bacteria, concretament per la propagacié de

la forqueta de replicacié (Wechsler et al. 1971).

La posterior purificaci6 de la proteina DnaB va permetre comencar a
caracteritzar-la: es va determinar la seva mida funcional aproximada (uns 250 kDa, amb
monomers de 55 kDa), aixi com la seva activitat ATPasa (Wickner et al. 1974; Ueda et
al. 1978). Posteriors estudis van concloure que aquesta activitat ATPasa era altament
dependent de la preseéncia d’acids nucleics, tant de cadena senzilla com doble i requeria
Mg®*. Tgualment, es va caracteritzar la seva capacitat d’unié a ssDNA, la qual també
necessitava la preséncia de Mg2+ 1 estava estabilitzada per la unié a ATP (Arai et al.

1981ba; Arai et al. 1981ab).

En quan a la possible funcié de DnaB durant la replicacid, inicialment, basant-se
en la seva interacci6 amb DnaG (la primasa) en presencia d’ATP, es va hipotitzar que
DnaB estaria implicada en I’estimulacié de la sintesi d’encebadors per part de la
primasa, segurament gracies a proporcionar-li un substrat de DNA adequat (Ueda et al.
1978). En estudis de la replicacié del genoma del fag ¢X174, sistema models doncs hi
actuen els factors de la cel-lula hoste necessaris per la iniciacié de la sintesi a la cadena
retardada, es va determinar que només els enzims DnaB, DnaG i la polimerasa III eren
necessaris per a la replicacié i que, en absencia de polimerasa, DnaB i DnaG podien
catalitzar la sintesi d’encebadors (Arai et al. 1979). Aquests resultats semblaven donar
suport a la idea de que DnaB estaria implicada en el sistema d’encebatge catalitzat per

DnaG.
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Finalment, es va caracteritzar la funcié de DnaB com a helicasa de DNA,
activitat que realitza impulsada per la hidrolisi d’ATP amb polaritat de 5’ a 3’ 1 que és
estimulada per la presencia de la primasa i les proteines SSB (LeBowitz et al. 1986).
També es va comprovar que DnaB necessita una forqueta de replicacié preformada per
a poder desenrotllar el DNA dudplex. Amb aquests resultats, DnaB es va convertir en la
primera helicasa hexamerica caracteritzada. A més, la descripcié d’aquesta nova
activitat de desenrotllament del dsDNA, juntament amb les observacions previes de que
DnaB era un component essencial de la maquinaria replicativa a E. coli i que realitzava
la seva funcid en col-laboracié amb DnaG, va portar a considerar-la la principal helicasa
replicativa bacteriana. Com a tal, actuaria a la cadena retardada de la forqueta de
replicacié desenrotllant el duplex de DNA, alhora que serviria de lloc de reclutament

mobil per la primasa (LeBowitz et al. 1986).

Aquesta hipotesi es va confirmar al comprovar-se que DnaB és la tnica helicasa
necessaria per reconstituir la replicaci6 del DNA des d’un origen de replicacid
cromosomal (oriC) in vitro, procés en el qual actua conjuntament amb la primasa i
I’holoenzim polimerasa III, els altres dos components essencials (Baker et al. 1987).
Aquests estudis de replicacié bacteriana in vitro van determinar que DnaB era essencial
durant I’etapa d’iniciacié de la replicacid, durant la qual era reclutada a I’origen per
DnaA (proteina iniciadora) i DnaC (carregador d’helicasa), aixi com per la posterior
etapa d’elongacié. Igualment, es va constatar que 1’activitat helicasa de DnaB es

refor¢cava en presencia de DnaG 1 de ’holoenzim polimerasa II1.
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2. Organitzacio en dominis

Primerament, els dominis de DnaB es van definir mitjancant proteolisi limitada
de la proteina sencera d’E. coli. La proteolisi alliberava en primer lloc un oligopeptid de
14 residus de la part N-terminal de la proteina, per generar un fragment de 50 kDa que
es va designar com a fragment 1. La ulterior proteolisi del fragment I generava dos nous
fragments proteolitics, els fragment II i III. El fragment II tenia 33 kDa i corresponia a
la regié C-terminal de la proteina, mentre que el III tenia 12 kDa i corresponia a la regio
N-terminal. Es va concloure que el monomer de DnaB estava format per dues regions,
un domini N-terminal més petit i compacte i un domini C-terminal que representava dos
terceres parts de la proteina, separats per una regié d’enlla¢ flexible d’uns 45 residus,

que es perdien durant I’experiment de proteolisi (Nakayama et al. 1984).

El subsegiient analisi de les activitats especifiques de cadascun d’aquests
fragments proteolitics demostraren que el fragment III, és a dir el domini N-terminal de
la proteina, no era necessari per a I’activitat d’'uni6 a NTP, NTPasa i d’unié a DNA del
fragment II C-terminal, pero en canvi era essencial per a I’activitat helicasa, la qual
estava totalment inhibida en abséncia del domini N-terminal. Aquesta regié N-terminal,
que no presenta cap activitat enzimatica especifica, també semblava ser important pel
manteniment de 1’estructura hexamerica, doncs els dominis C-terminals aillats eren
menys estables com hexamer. Finalment, el fragment I tenia una activitat NTPasa,
d’uni6 a DNA i helicasa equivalent a la de la proteina sencera, indicant que els 14
primers residus de la proteina no eren essencials per 1’activitat d’aquesta (Nakayama et

al. 1984; Biswas et al. 1994).

Els limits entre els dominis de DnaB definits per proteolisi es confirmaren
mitjancant estudis de ressonancia magnetica nuclear del domini N-terminal, els quals
determinaren que la regié compresa entre els residus 24 i 136 és una unitat de
plegament independent i es troba estructuralment ben definida, amb un plegament d’
helixs a. També es comprova que els residus 1-23 1 137-161 estan en conformacié
random coil 1 s6n mobils a escala de nanosegons. Aixi doncs, aquests estudis

permeteren definir més concretament les fronteres del domini N-terminal i comprovar
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I’existencia d’una regi6 flexible d’enlla¢ que actuaria de frontissa entre el dominis N i

C-terminal (Miles et al. 1997).

3. Forma funcional

Com ja indicaven els primers estudis sobre I’helicasa DnaB purificada (Ueda et
al. 1978; Arai et al. 198la), la caracteritzaci6 bioquimica rigorosa de 1’estat
d’oligomeritzaci6 funcional de DnaB va confirmar que en soluci6 és un hexamer estable
d’uns 310 kDa, especificament estabilitzat per miltiples cations de magnesi (Mg").
Igualment, la comparaci6 de les taxes de sedimentacié de 1’hexamer i el monomer de
DnaB en experiments d’ultracentrifugacié analitica suggeria que I’helicasa formava una

associaci6 amb simetria ciclica, on els contactes entre protomers estarien limitats a

només dues subunitats veines (Bujalowski et al. 1994).

Aquesta simetria ciclica de I’oligdmer es va confirmar amb les primeres imatges
de microscopia electronica de DnaB, obtingudes mitjancant tincié negativa, les quals
mostraven un hexamer en forma d’anell amb clara simetria rotacional tres. Aquestes
imatges, presses en presencia d’ATP, presentaven sis grans pics de densitat que
suggerien que 1’helicasa estava disposada com a trimer de dimers, els quals deixaven un
canal central buit al llarg de tota la molecula d’'uns 4 nm de diametre. El model
tridimensional generat a partir d’aquestes imatges a una resolucié de 2.7 nm permetia la
diferenciacié dintre de cada subunitat de I’hexamer d’una regié més petita, atribuida al
domini N-terminal, i una regié més gran, atribuida al domini C-terminal. Igualment,
atribuia una certa polaritat estructural en 1’associacié oligomerica de DnaB (San Martin

et al. 1995).

Posteriors estudis de microscopia electronica, també mitjangant tincié negativa,
de I’helicasa DnaB a un valor de pH de 7.2 1 en preseéncia de varis factors nucleotidics
(ADP, ATP i analegs no hidrolitzables d’ATP) mostraren que, a més dels anells
hexamerics de simetria rotacional tres (C3) trobats anteriorment, també s’observaven

anells hexamerics amb simetria rotacional sis (C6), a més d’anells en un estat intermedi.
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En tots els casos, es necessitava la preséncia de nucleotids per observar anells.
Igualment, a totes les condicions estudiades hi havia un equilibri gairebé simetric entre
les dues conformacions, la circular i la triangular. Aquestes dades també semblaven
indicar que la unié d’ ADP provocava una reduccié d’uns 10 A en el diametre global de
I’anell comparat amb el valor en presencia d’ AMP-PNP, tot i que donada la resolucié de

les imatges no era concloent (Yu et al. 1996bb).

La subsegiient reconstruccid per criomicroscopia electronica a una resolucié de
35 A de I’hexamer de DnaB a pH 7.6 i en preséncia d’ADP i Mg** (San Martin et al.
1998), el primer model obtingut per a una helicasa hexamerica mitjangant
criomicroscopia, confirma les caracteristiques estructurals que ja s’havien descrit al
model tridimensional generat a partir de preparacions de particules tenyides per tincid
negativa. Aixi doncs, 1’oligomer de DnaB també presentava sis maxims de densitat
organitzats en un arranjament exclusivament triangular, cosa que suggeria, com ja
s’havia apuntat, I’existencia d’un trimer de dimers. Ara bé, a diferencia del model
anterior (San Martin et al. 1995), els dimers consecutius que formaven I’hexamer sén
asimetrics, amb un de cada dos presentant un volum major que els altres. Igualment es
confirma 1’existéncia d’un canal central d’uns 3 nm de diametre, amb un diametre total
de la particula de 12,5 nm i una al¢ada de 5,7 nm, superior a la determinada anterior, de
3,8 nm, tal i com és esperable de les diferents tecniques emprades. Per tltim, les dades
de criomicroscopia evidencien amb major claredat que les dues cares de I’hexamer sén
diferents, mostrant una transicié entre simetria 6 a tres a mesura que ens moguem al
llarg de la particula. Aquesta polaritat ja havia estat observada per altres helicases
hexameriques com ara gp4 de T7 i SV40. A la figura 1.8c es mostra aquesta

reconstrucci6 tridimensional de DnaB.

Una posterior reconstruccid, també per criomicroscopia, del complex format per
les proteines DnaB i DnaC (I’helicasa i la seva proteina carregadora a I’origen) d’E. coli
a una resoluci6 de 26 A va permetre assignar la cara de I’hexamer de DnaB que presenta
simetria 3 als dominis N-terminal i la cara que presenta simetria 6 als dominis C-

terminals (Barcena et al. 2001).
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Figura 1.8: Analisi de la DnaB d’E. coli per microscopia electronica. Es mostren imatges de
microscopia electronica obtingudes mitjangant tincié negativa en les quals s’observa la simetria
C3 (A) i C6 (B) que poden presentar els hexamers de DnaB (Donate et al. 2000). També es
mostra la reconstruccié tridimensional a una resolucié de 35 A (C) generada a partir d'imatges
de criomicroscopia electronica (San Martin et al. 1998).

En quant a I’existéncia de dues simetries per a I’hexamer de DnaB, un analisi
acurat per microscopia electronica de mostres obtingudes per tincié negativa de DnaB
en presencia de diferents nucleotids 1 a diferents pHs de treball, va permetre establir que
la variabilitat conformacional observada depen exclusivament del pH de treball i no del
nucleotid. A pH de 7.6 o superior, només es detecta la forma que presenta simetria C3,
mentre que a pH més baixos, inferiors o iguals a 7.2, coexisteixen la forma C3 i C6 en
proporcions gairebé equivalents. Aquest canvis en l’estat quaternari de DnaB soén
totalment reversibles entre els valors de pH 7.2 1 7.6. Cal remarcar que els pHs inferiors
a 6,5 tenen un efecte dramatic sobre la integritat estructural dels oligomers de DnaB,
doncs per sota d’aquest valor la majora d’hexamers es dissocien i deixen de ser viables.
Per contra, el pH no influencia la simetria del complex entre DnaB i1 DnaC, que sempre
presenta simetria C3 (Donate et al. 2000). El fet que DnaB en complex amb DnaC sigui
inactiva tant com a NTPasa com a helicasa, suggeria que la forma amb simetria C3
representava I’estat inactiu de I’hexamer, mentre que segurament la transicié entre els

estats C3 i C6 era necessaria per la funcié de DnaB.
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3.1 Interaccions amb altres proteines

Com a principal helicasa replicativa bacteriana, DnaB no actua de forma aillada
a la cel-lula, siné que ho fa en associacié amb les altres proteines que constitueixen la
maquinaria replicativa dels genomes bacterians, anomenada replisoma. Inicialment, es
va suggerir que la regié N-terminal de DnaB seria la responsable de les interaccions
entre I’helicasa i els altres membres del replisoma (Nakayama et al. 1984). Actualment
s’ha descrit que, efectivament, les regions d’interaccié amb DnaA (proteina iniciadora
de la replicacié) i DnaG es troben fins del domini N-terminal de la proteina. Ara bé, la
interaccié amb DnaC és realitza a través del domini C-terminal de DnaB (Barcena er al.
2001), encara que la presencia del domini N-terminal sembla influenciar aquesta
associacié (Biswas et al. 1999). DnaB també interacciona amb la subunitat t de

I’holoenzim polimerasa III.

La vital importancia d’aquestes interaccions per regular 1’activitat tant de
I’helicasa com dels seus companys d’unié dins del context de la replicacié del DNA es

descriuen a I’apartat III d’aquesta introduccio.

4. Caracteritzacio bioquimica

4.1 Llocs d’'unio a nucleotid

L’hexamer de DnaB t€ 6 llocs d’uni6 a nucledtid que presenten una forta
cooperativitat negativa entre ells, la qual augmenta amb la temperatura, amb tres llocs

d’alta afinitat i tres llocs de baixa afinitat (Biswas et al. 1986; Bujalowski et al. 1993).

S’ha demostrat que DnaB pot unir tant ADP com ATP aixi com varis analegs
d’aquests nucleotids com ara TNP-ATP, TNP-ADP, TNP-AMP, MANT-ADP, ¢ADP i
ATP-y-S. L’afinitat per ’ADP i els seus analegs és major que per als analegs d’ATP
(Biswas et al. 1986; Bujalowski et al. 1993)
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4.2 Interaccio amb ssDNA

En un complex estacionari, en presencia d’un analeg no hidrolitzable d’ATP, un
hexamer de DnaB encercla unes 20 bases de ssDNA, independentment de la seqiiencia
nucleotidica d’aquest acid nucleic. Estudis termodinamics de la uni6 de DnaB a
diferents oligdmers de ssDNA mostren que I’enzim té€ un sol lloc d’uni6 fort per al
ssDNA, mentre que I’analisi per fotoentrecreuament quimic indica que només hi ha una
subunitat, com a molt dues en cooperacid, en contacte amb el ssDNA. Aquests tres
resultats, considerats conjuntament, portaren a excloure la possibilitat de que 1’acid
nucleic s’embolcallés al voltant de I’hexamer durant el procés de translocacié i/o
desenrotllament, doncs en aquest cas el nombre de nucleotids i subunitats de I’hexamer
que interaccionarien seria molt superior (Bujalowski et al. 1995; Jezewska et al. 1996).
Ara bé, aquestes dades no permetien discriminar entre la possibilitat que el DNA de la
cadena senzilla passes per I’exterior de I’hexamer, interaccionant amb un sol monomer,

o ho fes per I’interior del canal central d’aquest.

Les evidencies bioquimiques de que la cadena de ssDNA passa pel canal central
de ’hexamer s’obtingueren finalment mitjancant estudis de transferencia d’energia de
fluorescencia de la uni6 de DnaB a oligomers de diverses llargaries (Jezewska et al.
1998aa). Es determina que els dominis N-terminals de I’anell hexameric estaven
disposats propers a I’extrem 5’ de la cadena de DNA unida a DnaB. També es
determina que aquesta disposici6 €s la mateixa que presenta I’hexamer de DnaB unit al
bra¢ 5° d’un substrat en forma de forqueta. Aixi doncs, a una forqueta de replicacio,
I’hexamer de DnaB es disposaria encerclant la cadena 5°, amb els dominis N-terminal
encarats cap a la regié de cadena senzilla i els dominis C-terminals encarats cap a la
regié diplex (Jezewska et al. 1998bb). Igualment, es determina que en un complex
estacionari de DnaB unida a un substrat en forma de forqueta, 1’helicasa no envaeix la
part diplex de la forqueta més enlla dels dos o tres primers parells de bases. Aixi doncs,
aquestes dades permeteren eliminar la possibilitat de que el ssDNA passes per |’exterior
de I’hexamer i es considera provat que ho feia pel canal interior (Jezewska et al.
1998aa), tal i com ja s’havia suggerit per ’helicasa de T7, pertanyent a la mateixa
familia que DnaB, en base a estudis de microscopia electronica (Egelman et al. 1995).

Aquests estudis també permeteren determinar que el lloc d’unié a ssDNA esta format
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per dues regions, cadascuna de les quals compren 10 nucleotids (Jezewska et al.

1998aa; Jezewska er al. 1998bb).

4.3 Interaccié amb substrats en forma de forqueta

DnaB s’uneix, en una reaccié independent de la hidrolisi d’ATP, preferentment
al bra¢ 5° d’un substrat en forma de forqueta de replicaci, amb una afinitat intrinseca
sis vegades superior a la presentada pel bra¢ 3’. La cadena senzilla 3’ de la forqueta no
forma cap complex estable amb I’hexamer de DnaB que es troba associat a la
monocadena 5°, de manera que la cadena 3’ roman en una conformacié accessible a la
unié d’un segon hexamer de DnaB. A més, la part diplex de la forqueta tampoc
estableix interaccions significatives amb 1’hexamer de DnaB (Jezewska et al. 1997).
Aquestes interaccions asimetriques de I’enzim amb un DNA en forqueta s6n consistents

amb la polaritat de 5’ a 3’ de I’activitat helicasa de DnaB (LeBowitz et al. 1986).

En cas que es produeixi la unié d’un segon hexamer de DnaB al bra¢ 3’ lliure de
la forqueta, aquest segon hexamer presenta una disposicié oposada a la que pren el del
bra¢ 5°, indicant que existeix una sola possible orientacié de DnaB respecte a la

polaritat de I’esquelet del ssDNA (Jezewska et al. 1998bb).

4.4 Activitat de desenrotllament de duplexs

Estudis d’activitat helicasa amb la DnaB de Thermus aquaticus indiquen que,
per a un desenrotllament Optim, es necessita una cua de 6 a 10 bases a la cadena de
ssDNA a 5’ i una més llarga de 20 a 30 bases a la cadena 3’ (Kaplan et al. 1999).
Aquesta dependencia de la llargada de la regié de cadena senzilla de la forqueta és
diferent, practicament inversa, a la presentada per la gp4 de T7, en la qual uns 35
nucleotids a la cua 5’ 1 uns 10-15 a la cua 3’ estimulen el desenrotllament (Hacker et al.
1997). Aquesta discrepancia provoca el plantejament de la possibilitat de que la
polaritat de la DnaB de T. aquaticus fos I'inversa a la descrita per gp4 i per la DnaB

d’E. coli fins aquell moment. Aquesta hipotesi es descarta al comprovar-se que revertir
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la polaritat de la cua 3’ o modificar-la quimicament tenia poc efecte sobre el
desenrotllament del DNA per part de la DnaB de 7. aquaticus, mentre que revertir la
polaritat o modificar quimicament la cua 5 impedia el desenrotllament.
Conseqilientment, aquests resultats demostraven que 1’helicasa es translocava al llarg de
la cadena 5’ de la forqueta, excloent la cadena 3’ del seu canal central (Kaplan 2000).
Per tant, actualment es considera que DnaB desenrotlla el DNA diplex gracies a un

mecanisme d’exclusid estérica.

Gracies a posteriors estudis d’activitat helicasa, es demostra que la DnaB de T.
aquaticus no és capa¢ de continuar desenrotllant substrats de DNA que presentin talls
(nicks) a la cadena 5° o 3’. Aquesta impossibilitat tindria gran rellevancia biologica,
doncs impediria que [D’activitat helicasa continués indiscriminadament in vivo en
situacions en que la progressié del replisoma esta aturada a la cadena lider o retardada
degut a la incapacitat de I’holoenzim polimerasa III per superar forats a la cadena que
esta replicant. D’aquesta manera, es possibilitaria I’entrada de la maquinaria de
reparacié de lesions del DNA i la posterior reiniciacié de la replicacié un cop arreglat el

problema (Kaplan 2000).

4.4.1 Analisi quantitatiu de la reaccié de desenrotllament catalitzada per la

DnaB d’E. coli.

La mida del pas cinétic de la reaccié de desenrotllament catalitzada per DnaB és
de 1.4 pb. Donat que aquesta mesura pot estar lleugerament sobreestimada degut a que
el lloc d’uni6 a ssDNA de I’hexamer es troba dins del canal central i a possibles
diferencies entre les taxes de catalisi i de translocacid, es considera que DnaB

desenrotlla 1 sol parell de bases a cada pas catalitic (Galletto et al. 2004aa).

La taxa intrinseca de desenrotllament de 1’hexamer de DnaB a 25° C és rapida,
d’uns 290 pb per segon (Galletto et al. 2004aa). L’extrapolacié d’aquest valor a la
temperatura in vivo, és a dir 37° C, déna una taxa aproximada de 708 pb/s, valor que
concorda amb la velocitat estimada de desplacament de la forqueta de replicacié in vivo
a les cel-lules d’E. coli en creixement rapid (LeBowitz er al. 1986; Baker et al. 1987).

Per tant, ’activitat de desenrotllament intrinseca de DnaB explicaria les altes taxes de
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desenrotllament observades tant in vivo com in vitro, sense que fos necessari un

mecanisme addicional d’activacid de 1’activitat helicasa.

Ara bé, I’eficiencia real de desenrotllament per part de DnaB esta condicionada
per la seva processivitat, és a dir per la probabilitat de que I’helicasa realitzi el proper
cicle catalitic en comptes de dissociar-se del seu substrat. Aquest valor és de 0.89 per a
I’hexamer de DnaB, cosa que indica que la processivitat d’aquesta reaccié només €és
moderada (Galletto et al. 2004aa). En conseqiiéncia, tot i tenir una taxa de
desenrotllament rapida, DnaB no és intrinsicament capa¢ de desenrotllar grans
distancies de DNA de doble cadena i necessita 1’ajuda de proteines accessories per a dur
a terme eficientment la seva funci6é com a helicasa durant la replicacié. Efectivament, la
processivitat de 1’enzim in vivo augmenta gracies a que les interaccions que DnaB
estableix amb els altres membres del replisoma augmenten el temps de vida mitja del

complex entre ’helicasa 1 el seu substrat de DNA.

També es caracteritza 1’efecte sobre la reaccié de desenrotllament catalitzada per
DnaB de la llargada del bra¢ 3’ del substrat de DNA en forqueta, aixi com de la

composicié de la regi6 duplex a desenrotllar.

Es determina que la llargada de la cadena senzilla 3’ de la forqueta controla tant
la taxa de desenrotllament com la processivitat de 1’helicasa DnaB, doncs al augmentar
la llargada d’aquest bra¢ augmenta la taxa de desenrotllament i disminueix la taxa de
dissociacié de DnaB del DNA. Concretament, per a una llargaria de 15 bases, la
processivitat de 1’helicasa disminueix a valors de 0.35, convertint-se aixi en un enzim
distributiu. El fet que afecti tant a la velocitat com a la processivitat de desenrotllament i
que existeixi una llargada optima per a aquesta estimulacid, corresponent a unes 20-25
bases, indica que aquest efecte es produeix gracies a una interaccié directe pero
transitoria entre 1’helicasa i la cadena senzilla 3’, interaccié que es produeix a una
distancia especifica de la regié duplex. Igualment, el fet que s’observi una grau
d’estimulaci6 similar quan un segon hexamer de DnaB esta unit al bra¢ en 3’ indica que
I’estimulacié dependent del brag 3’ és un procés no especific, que a l'interior de la

cel-lula pot ser substituit per la presencia d’altres proteines unides a la cadena 5’ exclosa
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del canal central de I’hexamer, les quals analogament interaccionarien i estimularien

I’activitat de DnaB (Galletto et al. 2004bb).

Finalment, la taxa de desenrotllament del dsDNA per part de DnaB decreix
linealment a mesura que augmenta el contingut en parells GC del diplex a desenrotllar.
Paral-lelament, una major estabilitat de la regié diplex també afecta negativament,
encara que en menor mesura, la processivitat de ’helicasa (Galletto et al. 2004bb).
Recentment, s’ha descrit la mateixa relacié entre la composicié del dsDNA i la taxa de
desenrotllament en estudis cinetics de molecula senzilla de I’helicasa gp4 de T7
(Johnson et al. 2007), suggerint que es tracta d’una caracteristica comuna per als

membres de SF4.

En base als resultats cinetics descrits en aquest apartat, aixi com als resultats
bioquimics descrits als apartats anteriors, es proposa un mecanisme de desenrotllament
del DNA de doble cadena catalitzat per I’hexamer de DnaB mitjangant un mecanisme

d’exclusio esterica. A la figura 1.9 es representa esquematicament aquest mecanisme.

5I
sentit
moviment

Figura 1.9: Model de desenrotllament de dsDNA basat en estudis cinétics de DnaB. A)
L’helicasa forma un complex estacionari amb el bra¢ 5 d'un substrat en forqueta, sense
interaccionar amb el bra¢ 3’ ni amb la regié ddplex. B) Transicié de I'helicasa cap a un estat
productiu al iniciar-se la hidrolisi d’ATP. En I'estat productiu, I'helicasa té un lloc d’uni6 transitori
al ssDNA del bra¢ 3’, el qual controla la taxa de desenrotllament i la processivitat de la reaccio.
C) DnaB desenrotllar processivament el dsDNA, una base per a cada pas catalitic, interactuant
transitoriament amb el bra¢ 3’ a cada pas. La reaccié de desenrotllament catalitica continua fins
a un punt en que la llargada del fragment duplex que queda per desenrotllar es massa petita
per preservar la seva integritat dins d’'un substrat en forqueta, aquest valor per DnaB a 20°C és
d’'uns 11 pb. D) El ssDNA deixa el complex sense participacié catalitica de I'helicasa. Figura
adaptada de Galletto et al., 2004a.
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4.5 Translocacio al llarg de dsDNA

Els experiments de desenrotllament de multiples substrats en forqueta modificats
quimicament per part de la DnaB de T. aquaticus permeteren observar que DnaB és
capag de translocar-se al llarg de DNA de doble cadena sense desenrotllar-lo i que és la
longitud de la cua 3’ alld que determina estéricament si una o dues cadenes de DNA
passen a través del canal central de I’hexamer. Si la cua 3’ del substrat en forqueta és
massa curta, o inexistent, quan 1’hexamer de DnaB que s’ha carregat a la cadena en 5’
arriba a la zona duplex, ambdues cadenes de DNA passen a través del canal central de
DnaB, a mesura que 1’enzim continua movent-se en sentit 5’ a 3’. Aquesta translocacid
al llarg de dsDNA no produeix separacié de cadena del duplex i, per tant, en aquesta
situacié DnaB actuaria com a translocasa de dsDNA (Kaplan 2000). Posteriors estudis
amb la DnaB d’E. coli confirmaren que aquesta també funciona com a translocasa de

dsDNA en absencia d’una cua 3’(Kaplan et al. 2002).

Estudis amb la DnaB d’ E. coli mostraren que la translocacié de I’hexamer al
llarg del DNA de doble cadena és un procés actiu, doncs genera energia suficient per
desplacar proteines fortament unides al DNA. A més, DnaB acobla aquesta forca a la
conduccié de la migracié de branca en una Holliday junction sintética amb bracos
heterodlegs. Durant aquest procés, DnaB encercla les dues cadenes de DNA pero s uneix
només a una d’elles. La translocaci6 activa en el sentit 5* a 3’ al llarg de la cadena a la
qual s’uneix provoca la migraci6 de la branca, gracies a que la segona cadena també es
estirada cap al canal central de ’hexamer (Kaplan et al. 2002). Aquesta nova capacitat
de DnaB indueix a especular que 1’helicasa podria estar directament involucrada en
processos de recombinacid in vivo. Per exemple, les dues principals rutes de reparaci
per recombinacié d’una forqueta encallada degut a una lesi6 al DNA tenen com a
substrats intermediaris de DNA una estructura en Holliday junction. Per tant, a part de
les proteines especifiques per a aquesta tasca, com ara RuvAB i RecG, DnaB també
podria catalitzar aquesta reaccid. Aixo explicaria alguns fenotips de mutants de DnaB,
els quals mostren propensié a fendmens de recombinacié il-legitima (Kaplan er al.

2002; Bujalowski 2003).
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5. Estructures atomiques de DnaB

Préviament a la iniciacié d’aquesta tesi doctoral, dnicament s’havia descrit
I’estructura atomica del domini N-terminal de la DnaB d’E. coli (Fass et al. 1999;

Weigelt et al. 1999).

A la part final d’aquest treball, pero, es va publicar I’estructura del monomer de
la DnaB de Thermus aquaticus, aixi com I’hexamer de la DnaB de Bacillus
stearothermophilus i de la proteina GP40, I’homoleg de DnaB del fag SPP1 de Bacillus
sp (Bailey et al. 2007b; Bailey et al. 2007a; Wang et al. 2008).

A continuaci6 es descriuen breument aquestes estructures.

5.1 Domini N-terminal de la DnaB d’E. coli

L’estructura del domini N-terminal de la DnaB d’E. coli es va resoldre per
cristal-lografia de raigs X, concretament el fragment compres entre els residus 151 128,
(Fass et al. 1999) i per ressonancia magnetica nuclear, en aquest cas el fragment

corresponent als residus del 24 al 136 (Weigelt et al. 1999).

L’estructura cristal-lina del domini N-terminal de DnaB a 2.3 A revelava un
plegament globular i totalment helicoidal formant per sis helixs a, cinc de les quals (a2-
a3, a4, 05 1 a6) s’embolcallaven al voltant d’una helix central (al). El cristall pertanyia
al grup espacial P2, 1 presentava quatre molecules per unitat asimetrica disposades en
dos dimers identics. Les interficies de contacte entre dimers estaven formades per dues
helixs antiparal-leles, 04 i la a6, de manera que es generava un llag¢ de 4 helixs a la zona
d’interacci6 (Fass et al. 1999). La figura 1.10 mostra el dimer cristal-lografic del domini

N-terminal de DnaB.
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Figura 1.10: Dimer cristal-lografic del domini N-terminal de la DnaB d’E. coli. Cada mondomer es
representa en un color diferent. Es mostren dues vistes de la superficie d’interaccié entre monomers:
perpendicular a I'eix de simetria dos (dalt) i al llarg d’aquest eix (baix). Codi PDB: 1B79.

Paral-lelament, es va resoldre per ressonancia magnetica nuclear I’estructura en
soluci6 d’un fragment lleugerament més llarg del domini N-terminal també de la DnaB
d’E. coli, el qual presentava el mateix el plegament descrit anteriorment. En aquest cas,
es va observar que en solucid hi havia un equilibri entre monomer i dimer, i es proposa
una superficie d’interaccié entre dos dominis N-terminals molt similar a la descrita
anteriorment per ’estructura resolta per cristal-lografia de raigs X, doncs implicava els

mateixos residus (Weigelt et al. 1999).

En funcié d’aquestes dues estructures, es va hipotitzar que els dimers observats

pels dominis N-terminals de DnaB serien rellevants biologicament i els responsables de
55



la transici6 entre 1’estat de simetria C3 i C6 observat per microscopia electronica (Fass

et al. 1999; Weigelt et al. 1999).

5.2 Monomer de la DnaB de Thermus aquaticus

El monomer de DnaB de Thermus aquaticus, resolt a una resolucié de 2.9 A
(Bailey et al. 2007a), mostra el plegament tipus RecA (fulla B central de 9 cadenes
paral-leles, flanquejada per 3 helixs a a cada banda) esperat pel domini C-terminal de la
proteina i el plegament globular en helixs a ja observat pel domini N-terminal. A la

figura I.11 es mostra I’estructura d’aquest monomer.

Domini
N terminal

Domini
C terminal

Figura 1.11: Representacié en cintes del monomer de la DnaB de T. aquaticus. Cada
domini es representa en un color diferent: en blau el domini N-terminal, el groc la regi6 d’enllag i
en vermell el domini C-terminal. Codi PDB: 2Q6T.
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Ara bé, aquesta estructura permet redefinir les fronteres entre els dominis de
DnaB, doncs s’observa que en realitat el domini N-terminal és 40 residus més llarg del
que s’havia descrit anteriorment basant-se en els fragments proteolitics de I’helicasa. A
I’estructura del monomer, 1’helix a6 s’allarga i interacciona amb una helix addicional
(a7), formant un estructura en o-hairpin que constitueix un nou subdomini estes
clarament diferenciat del subdomini N-terminal globular préviament caracteritzat. A la
figura I.12 es mostra aquesta nova definici6 del llindar del domini N-terminal de DnaB,

comparant-lo amb el descrit anteriorment.

Figura 1.12: Nova definicié del domini N-terminal de DnaB. A I'esquerra, en blau clar, es
representa el domini N-terminal de la DnaB d’E. coli, que havia estat definit en funci6 de la
digestié proteolitica de la proteina sencera (codi PDB: 1B79). A la dreta, en blau fosc, es
representa el domini N-terminal de la DnaB de T. aquaticus en el context d'un monomer de
DnaB sencer (codi PDB: 2Q6T).

La DnaB de T. aquaticus cristal-litza en el grup espacial P3,21, amb quatre
monomers per unitat asimetrica. Cadascun d’aquests monomers presenta el domini N-
terminal en una orientaci6 diferent respecte al domini C-terminal, fet que indica que la

regié d’enllag permet una gran varietat de gir entre ambdds dominis i que, en abséncia
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de les restriccions esteriques imposades per I’organitzacié quaternaria en hexamer, el

monomer de DnaB té una estructura altament modular i flexible.

Paral-lelament, al cristall es poden observar dos dimers independents que
s’estableixen mitjancant la interaccié de dos dominis N-terminals de la proteina. La
superficie d’interaccié d’aquests dimers €s diferent de la descrita anteriorment (Fass et
al. 1999) i implica el subdomini en a-hairpin que s’ha descrit de nou en aquesta

estructura. A la figura I.13 es mostra aquesta interaccié entre dominis N-terminals.

Figura 1.13: Representacio en cintes del dimer format entre dos dominis N-terminals de la
DnaB de T. aquaticus mitjancant els seus subdominis a-hairpin. Cada monomer es
representa en un color diferent. Codi PDB: 2Q6T

5.3 Hexamer de la DnaB de Bacillus stearothermophilus i de G40P del fag
SPP1 de Bacillus sp

Ambdues estructures mostren un hexamer format per dues capes diferenciades.
Els dominis N-terminals formen un collar rigid amb una simetria 3 sobre la capa
formada pels dominis C-terminals, que tenen una disposicié més irregular i heterogenia
(Bailey et al. 2007b; Wang et al. 2008). La disposici6 dels diferents monomers de C-
terminal varia ampliament tant a les diferents formes cristal-lines com entre els dos
homolegs estudiats, suggerint una gran flexibilitat d’aquesta capa. Per contra, la capa N-

terminal sempre t€ una simetria 3 rigida.
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Sorprenentment, 1’amplada de la capa N-terminal és superior a la C-terminal, i
aix0 provoca una assignacié incorrecte dels dominis en les reconstruccions
tridimensionals de microscopia electronica de la DnaB d’E. coli (Yang et al. 2002) 1 de
GP40 (Nunez-Ramirez et al. 2006). A més, les dimensions globals tampoc
coincideixen. Ara bé, tant la forma com el volum de les estructures hexameriques de
DnaB si que sén compatibles amb les projeccions en dos dimensions usades per a
aquestes reconstruccions. Per tant, sembla probable que les diferencies entre les dades
cristal-lografiques i les reconstruccions de criomicroscopia siguin degudes a la
compressio propia de la tecnica o a les dificultat metodologiques per generar models de

microscopia tridimensionals de molecules tant flexibles com DnaB.

5.3.1 Hexamer de DnaB de Bacillus stearothermophilus

De la DnaB de B. stearothermophilus es van resoldre quatre formes cristal-lines
diferents, dues de la proteina sola (formes B1 i B2) i dues de DnaB en complex amb el
domini d’interacci6 amb I’helicasa (HBD) de la proteina DnaG (formes BH1 1 BH2)
(Bailey et al. 2007b). L’estructura amb una millor resolucid, 2.9 A, correspon a la forma
BHI1, que cristal-litza en el grup espacial P321 amb un dimer de DnaB unit a una
molecula de HBD per unitat asimetrica. Per simetria cristal-lografica es genera
I’hexamer de DnaB en complex amb 3 HBD de DnaG, els quals interaccionen
exclusivament amb el domini N-terminal de 1’helicasa. L’estructura de DnaB sola amb
millor resolucid, 3.7 A, és la B1, pertanyent al grup espacial P2,2,2 i amb un hexamer
per unitat asimetrica. Les quatre formes cristal-lines difereixen només en la orientaci
relativa dels seus dominis C-terminals. A la figura .14 es mostra les vistes laterals 1

frontals de la forma B1 de la DnaB de B. stearothermophilus.

Els dominis N-terminals sempre adopten una disposicié en trimer de dimers. Els
monomers N-terminals adjacents adopten dues conformacions diferents: bé col-loquen
el subdomini a-hairpin sobre el seu propi domini C-terminal o sobre el domini C-
terminal de la subunitat veina. Aquestes dues conformacions determinen la formacié
d’una disposicié en trimer de dimers, en els quals es poden diferenciar dos superficies
d’interaccid. La primera, més extensa i segurament la més rellevant, s’estableix entre

dos subdominis a-hairpin; mentre que la segona, que involucra menys residus, es forma
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a través dels subdominis globular. El collar N-terminal podria proporcionar un lloc
d’unié a ssDNA addicional, doncs el seu interior presenta tres regions diferenciats de
potencial electrostatic positiu, separades per regions de potencial electrostatic negatiu.

Aquestes regions positives contenen residus conservats a totes les DnaB bacterianes.

Figura 1.14: Representacio en cintes de I’hexamer de la DnaB de B. Stearothermophilus.
Es representa la forma cristal-lina B1 (codi PDB: 2RED) en vista frontal (A) i lateral (B). C)
esquema de I'organitzacié en dominis: N-terminal (blau), linker (groc) i C-terminal (vermell).

Els dominis C-terminals de les diferents formes cristal-lines de la DnaB de B.
stearothermophilus adopten una gran varietat d’orientacions al llarg de 1’anell, encara
que sempre interaccionen amb I’helix de la zona d’enlla¢ del monomer adjacent a la
periferia de I’hexamer i orienten els llacos d’uni6 a DNA putatius cap a I’interior del
canal central. A la forma B1, els dominis C-terminals formen un anell irregular amb cap
mena de simetria rotacional. La capa C-terminal de la resta de formes cristal-lines
adopta una simetria tres aproximada. Els dominis C-terminals es mantenen units entre
ells principalment gracies a les seves interaccions amb la zona del linker i no per
interaccions entre dominis C-terminals adjacents. Ara bé, la principat forca
estabilitzadora de la capa C-terminal son les fortes interaccions que s’estableixen entre

els dimers de la capa N-terminal.

El diametre exterior global del hexamer és de 115 A i I’alcada de 75 A. El

diametre del canal central a través dels dominis N-terminals és d’uns 50 A, mentre que
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les diferents orientacions dels anells de dominis C-terminals donen com a resultat
diametres que varien entre 25 i 50 A. Per tant, en tots els casos es tracte de diametres

suficientment grans per acomodar DNA duplex.

5.3.2 Hexamer de la G40P del fag SPP1 de Bacillus sp

G40P cristal-litza en el grup espacial P2,2,2;, amb un hexamer complert a la
unitat asimeétrica. L’estructura a 3.9 A mostra la capa N-terminal amb simetria C3 i la
capa C-terminal propera a la simetria C6 (figura 1.15). El diametre interior de la capa N-
terminal de I’hexamer de G40P és de ~ 42 A i el de la capa C-terminal de ~ 17 A (Wang
et al. 2008).

Figura I.15: Representacid en cintes de ’hexamer de G40P del bacteriofag SPP1.
Es representa la vista frontal (A) i la lateral (B). C) Esquema de I'organitzacié en dominis: N-
terminal (blau), linker (groc) i C-terminal (vermell). Codi PDB: 6RT1

Tal 1 com s’ha descrit per la DnaB de B. stearothermophilus, es poden
diferenciar dos dimers del domini N-terminal, aquells que interaccionen a través del
subdomini a-hairpin i els que ho fan a través del subdomini globular. A la figura .16 es
mostren aquests dos tipus d’interaccions. Igualment, la regi6 del /inker d’una subunitat
interacciona amb el domini C-terminal adjacent, presentant diferents angles que
demostren la seva capacitat per a actuar facilitant els canvis conformacionals a

I’hexamer.

61



Al mateix treball, també es va resoldre el monomer del domini C-terminal de
G40P a 2.3 A i es varen realitzar estudis de funcionalitat amb diferents mutants de
delecci6 del domini N-terminal. Es determina que la delecci6 del subdomini globular N-
terminal redueix I’activitat helicasa i que la supressi6 addicional del subdomini a-
hairpin la elimina completament. Aquests mutants de deleccié conserven gran part de
I’activitat ATPasa, cosa que suggereix que els canvis en la integritat estructural de la

capa N-terminal de simetria 3 afecten més a la funci6 helicasa que a I’activitat ATPasa.

B trans
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U(\ oA &N
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Figura 1.16: Representacié en cintes de la capa N-terminal de G40P i els dos tipus de
dimers que es formen. Els monomers alternats es representen en blau clar i blau fosc. Codi
PDB: 6RT1. A) Vista frontal del trimer de dimers. B) Vista lateral de la capa N-terminal. C)
Dimer format mitjancant interaccid entre els subdominis globulars, que amaga una area
superficial de 922 A? amb 19 residus formant enllagos entre ells. D) Dimer format mitjancant els
subdominis a-hairpin. Aquesta interficie compren una area de 1781 A i inclou interaccions
extensives entre 32 residus.
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[II1. FUNCIONS DE DNAB A LA
CEL-LULA BACTERIANA

La replicacié del DNA genomic €s un procés clau en la divisio i la propagaci6
cel-lular. DnaB participa en I’etapa d’iniciaci6 i d’elongacié de la replicacié bacteriana,
aixi com també en la reiniciacié de la replicacié després de la reparacié d’errors al
DNA. Juga un paper rellevant no només gracies a la seva activitat principal de
desenrotllament de la doble helix de DNA, sind també com a element organitzador de la
maquinaria replicativa gracies a les multiples interaccions que efectua amb altres

proteines replicatives, regulant-ne la funcié.

A continuaci6 es descriuen les etapes d’iniciacio i elongacié de la replicacio del

DNA a bacteris, posant especial émfasi en la funcié de DnaB.
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1. Iniciacio de la replicacio bacteriana

L’objectiu de I’etapa d’iniciaci6é €s garantir un accés controlat al DNA dudplex
per originar una regi6 de DNA desenrotllada que permeti 1’assemblatge de la
maquinaria de replicacié que propagara la forqueta de replicacid. Es tracta d’un procés
altament regulat, doncs cal que es produeixi durant la fase correcte del cicle cel-lular,
només una sola vegada per cicle i que no es generin mutacions al genoma. Tal i com ja
proposava originariament el model del replicé (Jacob et al. 1963), el control de la

iniciaci6 esta regulat basicament per dos elements: el replicador 1 I’iniciador.

El replicador és el lloc del cromosoma on comenca i és regulada la replicacié del
DNA. L’iniciador és el factor proteic que inicia aquest procés gracies a la seva
interaccié especifica amb el replicador. Aixi doncs, les proteines iniciadores son les
encarregades de reconeixer 'origen de replicacid i1 activar 1’etapa d’iniciacié en el
moment precis del cicle cel-lular. Tot i que el seu mode d’acci6 i regulacié varia als
diferents dominis de la vida, totes tenen caracteristiques arquitectdOniques comunes que
posen en evidencia la seva rellevancia per a la viabilitat cel-lular. Totes les proteines
iniciadores comparteixen un plegament d’unié a nucleotid d’adenina del tipus AAA+
associat a un domini d’unié6 a DNA que ajuda a aquestes proteines puguin localitzar-se

especificament a I’origen de replicacié (Duderstadt et al. 2008).

Als bacteris I'iniciador és la proteina DnaA 1 el replicador és 1’origen
cromosomic oriC, el qual funciona com a lloc per a I’assemblatge de la maquinaria

replicativa cel-lular (Kaguni 2006; Mott et al. 2007).

1.1 La proteina iniciadora: DnaA

DnaA té quatre dominis, que han estat descrits mitjancant tecniques
bioquimiques, homologia de seqiiencia i estructuralment (Kaguni 2006; Mott et al.
2007; Duderstadt et al. 2008). El domini I, situat a la part N-terminal de la proteina,

conté el lloc d’unié amb la proteina DnaB (I’helicasa replicativa bacteriana) i també esta
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involucrat en facilitar la interaccié entre diferents molecules de DnaA per formar
oligomers. El domini II és una regié d’enllag flexible, no vital per a la viabilitat cel-lular
1 poc conservada entre les diferents especies bacterianes, on presenta llargaries
ampliament variables. El domini III conté el modul conservat AAA+, on es localitza
I’activitat ATPasa de la proteina aixi com el determinant d’oligomeritzacié primari de
DnaA. L’estat d’unié a nucleotid d’aquest domini regula la capacitat de DnaA per
formar autoassemblatges. Dins del domini III es poden diferenciar dos subdominis (Illa
i IIIb) anomenats, respectivament, base i tapa. Finalment, a la regié C-terminal de la
proteina es localitza el domini IV, responsable de la uni6 a DNA a través del
reconeixement de les seqiiencies d’unié especifiques de DnaA. Presenta un plegament
del tipus helix-gir-helix (helix-turn-helix). Aquest domini, que esta molt conservat, és el

responsable de reclutar DnaA especificament a 1’origen.

Actualment, es desconeix ’estructura tridimensional de la proteina sencera, pero
si que s’han determinat mitjangant cristal-lografia de raigs X el domini IV de la DnaA
d’E. coli unit a la seva seqiiencia consens de la caixa DnaA (Fujikawa et al. 2003); i els
dominis IIT i IV de la DnaA d’Aquifex aeolicus units a ADP (Erzberger et al. 2002) i a
un analeg no hidrolitzable d’ATP, 1’AMP-PCP (Erzberger et al. 2006b).
Addicionalment, I’estructura en solucié del domini I ha estat resolta per ressonancia

magnetica nuclear (Abe et al. 2007).

El constructe que conté els dominis Il i IV de la DnaA d’A. aeolicus cristal-litza
com a monomer quan esta unit a ADP (Erzberger et al. 2002), perd la uni6é d’analegs
d’ATP promou I’empaquetament de molecules de DnaA adjacents a través d’una
extensa superficie d’oligomeritzacié. Aixi doncs, I’ATP fa d’interruptor molecular que
reposiciona els motius especifics del domini AAA+ per permetre una oligomeritzaci
productiva de DnaA. A la figura 1.17 s’esquematitzen els canvis conformacionals que

permeten 1’ autoenssamblatge de la proteina iniciadora.
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Figura 1.17: Paper de la unié6 d’ATP en l'oligomeritzaci6 de DnaA. A) Representacié en
cintes del dimer de DnaA en preséncia d’ATP. En verd es mostren els subdominis AAA™ i en lila
els subdominis tapa a. Les regions que conformen la butxaca nucleotidica bipartida es marquen
en rosa a una subunitat i en blau a l'altra. B) Representacié esquematica del dimer mostrat a
(A). C) Esquema de la transicio entre els estats de DnaA units a ADP i a ATP. El canvi
conformacional provocat per la preséncia del fosfat y de 'ATP exposa una regi6 del centre actiu
qgue permet la uni6é d’'una segona molécula de DnaA-ATP, la qual, al seu torn, contribueix a la
butxaca d'uni6 a NTP de la primera subunitat. En I'estat DnaA-ADP, la tapa a bloqueja
estéricament aquest contacte intersubunitat, consistent amb les dades bioquimiques que
mostren que 'ADP no afavoreix I'oligomeritzacié de DnaA. Figura adaptada de Mott et al.,
2007.

DnaA-ATP oligomeritza formant un filament helicoidal estés de ma dreta, no en
forma d’anell tancat com es habitual dins la superfamilia AAA+. El determinant
estructural d’aquest ordenament caracteristic és una insercio tnica present al domini I1I
de DnaA, que classifica I’iniciador dins d’un clade independent dintre de la superfamilia
AAA+ (Koonin 1992). Aquesta inserci6 forma una cunya d’helixs o que es projecta del
core AAA+ de I'oligdbmer i actua a la interficie entre subunitats, orientant els moduls

AAA+ consecutius en un arranjament no planar (Erzberger et al. 2006b).

1.2 L’origen de replicacié bacteria: oriC

El cromosoma bacteria tipicament conté un sol origen de replicacié anomenat
oriC. Les seqiiencies de I’origen bacterianes varien entre especies en la llargada total
d’oriC, aixi com en la disposici6 i el nombre total de llocs d’unié a DnaA. Tot i aquesta
variabilitat, tots els origens bacterians contenen llocs d’uni6 especifics per a DnaA i la

regié DUE, que es fon per uni6 cooperativa de molécules de DnaA.
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L’origen bacteria més ben caracteritzat és el d’E. coli, doncs ha servit com a
model durant anys per estudiar 1’etapa d’iniciaci6é de la replicaci6. A la figura .18 es
mostra un esquema d’aquest origen. L’oriC d’E. coli compren una regié d’uns 250 pb
de llargaria que conté varies caixes DnaA, que son llocs d’unié especifics de seqiiencia
de 9 parells de bases per a la proteina iniciadora DnaA. S’anomenen de R1 a RS.
Addicionalment, DnaA també s’uneix a una altra classe seqiiencies, anomenades llocs I,
que difereixen subtilment de I’element consens de la caixa DnaA 1 es troben intercalats
entre les caixes DnaA a oriC. Adjacent a aquest seguit de caixes DnaA i llocs I, hi ha un
element de desenrotllament del DNA ric en AT anomenat DUE (sigles de 1’anglés DNA
unwinding elements) format per tres repeticions de 13 pb. Aquesta regié conté una
tercera classe de seqiiencies d’uni6 a DnaA, les caixes DnaA-ATP, que son similars als
llocs I en el fet que s6n units selectivament per DnaA només en presencia d’ATP. Els
posicionament relatiu dels diferents llocs d’unié de DnaA entre ells i respecte al DUE és
molt important per a una correcta activacid de 1’origen aixi com per un timing adequat

del procés d’iniciaci6 de la replicacio.

caixes DnaA-ATP
[elelel « % * kX kk % %
— O>—T— — - T
DUE R1 IHF R5 11 2 R2 Fis R3 13 R4

Figura 1.18: Organitzacio de I'oriC d’E. coli. La regi6 del DUE es mostra en vermell. Les
caixes DnaA d’alta afinitat (R1, R2 i R4) es representen en blau fosc i les de baixa afinitat (R3 i
R5) en blau clar. L’orientacié de les caixes DnaA correspon a la cadena superior de DNA.
També es mostra la localitzacié del llocs | (gris), les caixes DnaA-ATP (fletxes) i els llocs d’unid
de les proteines IHF i Fis (blanc). Les estrelles grogues representen les dianes de metilacié
presents a l'origen.

Tal 1 com s’ha apuntat anteriorment, DnaA presenta una afinitat diferencial per
als diferents tipus de seqiiencies d’unié presents a oriC. Roman unida a les caixes DnaA
R1, R2 i R4 durant la major part del cicle cel-lular, tant en la seva forma unida a ADP
com a ATP. Per contra, presenta una afinitat intermedia pel llocs R5, R3, I1, 121 I3 1

encara més baixa pels llocs DnaA-ATP.
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A oriC també hi ha llocs d’unié per a altres proteines implicades en la iniciacio i
la seva regulaci6. Els factors arquitectonics del nucleoid IHF (integration host factor) 1
Fis (factor for inversion of stimulation) tenen llocs d’unié a oriC. Ambdues proteines
regulen la interaccié de DnaA amb els seus llocs d’unié d’afinitat baixa i moderada
durant I’etapa d’iniciaci6. IHF afavoreix la unié de DnaA a aquests llocs, cosa que ajuda
a promoure la formacié del complex oligomeric de DnaA i, conseqiientment, al
desenrotllament del DUE. Per contra, Fis impedeix la unié de IHF i disminueix la unié
de DnaA als seus llocs més febles, cosa que impedeix el seu assemblatge i,

conseqiientment, la fusié del DUE.

1.3 Procés d’iniciacio

Les interaccions de DnaA amb els seus diferents llocs d’uni6 a oriC defineixen
la progressi6 de I’etapa d’iniciaci6 de la replicacié del DNA. La interacci6 d’alta afinitat
amb les caixes de DnaA fortes localitza DnaA a I’origen i les interaccions dependents
d’ATP 1 cooperatives amb el llocs de més baixa afinitat permeten que I’iniciador formi
un gran complex oligomeric nucleoproteic, visible per microscopia electronica.
Conjuntament amb el DNA superenrotllat negativament i els factors arquitectonics de
nucleoid, 1’assemblatge de DnaA directament facilita la fusié6 del DNA dins del DUE,
generant les cadenes senzilles necessaries pel carregament de 1’helicasa i el posterior

assemblatge de la maquinaria replisomal.

Entre les diferents etapes d’iniciacid, Fis roman unida a oriC juntament amb
molecules de DnaA a les caixes R1, R2 i R4. La concentracio cel-lular de DnaA roman
practicament constant al llarg de tot el cicle cel-lular. En canvi, la concentracié de DnaA

unida a ATP augmenta molt just abans de la iniciaci6 de la replicacio.

Durant la iniciacid, Fis és desplacada d’oriC, de manera que allibera la resta de
llocs d’uni6 de DnaA. Aixo també possibilita la unié de IHF, que augmenta la forca de
la interacci6 de DnaA amb els seus llocs de baixa afinitat, especialment pels llocs |
(anomenats aixi degut a la seva resposta depenent de IHF). Quan 1’origen es satura de

DnaA-ATP, es produeix la separacié de cadena del DUE.
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L’arquitectura del complex nucleoproteic format per DnaA 1 oriC totalment
assemblat i el mecanisme mitjangant el qual es fon la regié del DUE encara no estan
completament caracteritzats. A continuacio es descriu la hipotesi de treball actual, que
es basa en les dades bioquimiques i estructurals de que es disposa fins al moment (Mott

et al. 2007; Duderstadt et al. 2008).

Tot i que I’estructura del filament helicoidal format per DnaA unida a ATP es va
obtenir en abséncia de DNA, estudis previs indiquen que el DNA s’embolcalla al
voltant de la cara externa del complex nucleoproteic (Funnell er al. 1987). Si és aixi,
I’organitzaci6 en ma dreta del filament de DnaA-ATP imposaria una clara
direccionalitat a 1’embolcallament del DNA al voltant seu. D’aquesta manera
s’estabilitzaria un superenrotllament de DNA positiu al voltant d’un core proteic
central. El footprinting topologic de la DnaA d’A. aeolicus ha mostrat que es generen
superenrotllaments de DNA positius en presencia d’analegs d’ATP, perdo no d’ADP,
donant suport a aquesta hipotesi. En un sistema topologic tancat, com es el cas del
nucleoid bacteria, s’esperaria que sorgis una torsié negativa compensatoria en resposta a
aquest embolcallament toroidal positiu. Aquest estrés superhelicoidal negatiu, en
comptes de ser difus al llarg de tota la regié de 1’oriC, estaria restringit 1 focalitzat a la
zona del DUE adjacent, facilitant aixi el desenrotllament d’aquest element de DNA ric

en parells AT i, per tant, ja intrinsicament inestable.

A la figura 1.19 es representen esquematicament les funcions que realitza la
proteina DnaA en I’etapa d’iniciaci6 bacteriana, aixi com en la progressié d’aquesta fins
a la formacié6 d’un complex replicatiu obert, apte per a la progressié cap a I’etapa

d’elongacid de la replicacio.
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Figura 1.19: Model de la iniciacio de la replicacié en bacteris. Els mondmers de DnaA es
representen amb el domini d’'uni6 a DNA en groc i els dominis | i Ill en verd. Dalt: Els
monomers de DnaA s’associen a oriC a través d’'un reconeixement especific entre el seu
domini IV i els llocs d’'unié a DnaA presents a l'origen. Centre: En preséncia d’ATP, DnaA
oligomeritza formant un filament helicoidal al voltant del qual s’embolica el DNA. Aixd provoca
la fusié del DUE gracies a la formacié de retorciments negatius compensatoris a I'exterior de
'assemblatge i/0 a la uni6 de DnaA al ssDNA a través dels seus llocs d’unié secundaris. Sota:
Un cop fos l'origen, es produeix el carregament de dues helicases DnaB (blau) a través de
I'accio coordinada de les proteines DnaA i DnaC (taronja). Figura adaptada de Mott et al., 2007.

Després de la seva fusi6 inicial, el DUE es manté desunit gracies a la unié de
DnaA a les caixes DnaA-ATP monocadena, una interaccié que requereix la forma unida
a ATP de I’iniciador. Es coneix molt poc sobre la situacié d’aquest lloc d’unié a ssDNA
dins la proteina, perd basant-se en els resultats estructurals actuals tant de DnaA com
d’altres membres de la superfamilia AAA+, s’hipotitza que el canal central del filament

de DnaA-ATP constituiria una regié d’unié a DNA secundaria, la qual podria ser
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utilitzada bé per conduir a la fusié del DUE i/o per estabilitzar el DNA desenrotllat com
a preparacid pels segiients passos de 1’assemblatge del primosoma (Erzberger et al.
2006b; Mott et al. 2007; Duderstadt et al. 2008). Analisis mutacionals dels residus que
formen el canal central del filament de DnaA corroboren aquesta hipotesi, doncs no
poden promoure la fusié del DUE in vivo i els estudis in vitro indiquen que, tot i ser
capacos de formar autoassemblatges, son deficients en la uni6é a ssDNA (Ozaki et al.

2008).

Després del desenrotllament del DUE, es produeix el carregament de dues
molecules de I’helicasa replicativa DnaB a oriC, cosa que inicia la cascada
d’esdeveniments que provocaran 1’assemblatge del replisoma per formar dues forquetes
de replicaci6 completament equipades i la conseqiient progressié vers [’etapa
d’elongaci6 de la replicacié del DNA (Tougu et al. 1996b). Tal i com es descriu a la
seccid segiient, en aquesta etapa hi intervé la propia DnaA i una segona proteina, el
carregador d’helicasa DnaC (Baker et al. 1987; Funnell ef al. 1987; Sutton et al. 1998;
Fang et al. 1999).

1.3.1 Carregament de DnaB a un oriC obert

DnaB és capac d’autocarregar-se a una cadena senzilla de DNA en una reaccid
depenent d’ATP, pero ho fa de manera poc eficient (Jezewska et al. 1996). Aixi doncs,
el carregament eficient de DnaB necessita la participacié de la proteina carregadora de
I’helicasa, DnaC (Wahle et al. 1989b), per facilitar I’obertura de 1’anell (Davey et al.
2003). De totes maneres, aquesta activitat no €s suficient in vivo per carregar 1’helicasa
a I’origen de replicaci6, doncs ni DnaB per si sola ni el complex DnaB-DnaC presenten
cap mena d’afinitat per ssDNA unit per les proteines d’unié a DNA de cadena senzilla
(proteines SSB de I’angles single stranded DNA binding proteins) (Arai et al. 1981b;
LeBowitz et al. 1986; Wahle ef al. 1989b), les quals embolcallen el ssDNA originat per
la fusié de I’origen. Aquesta barrera de SSB proporciona un mecanisme de control per
impedir la formacié aberrant de forquetes de replicaci6 a llocs no permesos. La proteina
que permet superar la barrera de SSB a oriC és DnaA (Marszalek et al. 1994). Per tant,

I’entrada de DnaB a 'oriC desunit depen de dos factors proteics addicionals, les
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proteines DnaA i DnaC (Messer et al. 2001; Konieczny 2003). Ambdues pertanyen al
mateix subgrup dins la superfamilia AAA+ (Koonin 1992) i, tal i com es detalla més
endavant, comparteixen moltes caracteristiques funcionals i estructurals. Aquestes
semblances son particularment rellevants pel fet que només una part dels bacteris
contenen un ortoleg de DnaC identificable. En aquestes especies DnaA podria realitzar

el paper tant de I’iniciador com del carregador d’helicasa (Mott et al. 2008).

1.3.1.1 Procés

El primer pas en el procés de carregament de 1’helicasa replicativa a un oriC fos
€s I’associaci6 entre DnaB i DnaC. DnaC és una ATPasa de dos dominis: un domini N-
terminal petit encarregat de la interacci6 amb DnaB i un domini ATPasa C-terminal
amb el plegament caracteristic AAA+. En presencia d’ATP, DnaC forma un anell
hexameric sobre d’una de les cares de 1I’hexamer de DnaB (Kobori et al. 1982;
Nakayama et al. 1987; Wahle et al. 1989a; San Martin et al. 1998; Barcena et al. 2001).
DnaC ha de trobar-se unida a ATP per a carregar 1’helicasa a 1’origen, malgrat que en
aquesta forma DnaC no pot dissociar-se de 1’helicasa i inhibeix la seva activitat de
desenrotllament (Arai et al. 1981a). Per a I’alliberament i I’activacié de DnaB, pero no
per a la seva deposicié a oriC, és necessaria 1’activitat ATPasa de DnaC, la qual esta

induida per la presencia simultania de ssDNA 1 DnaB (Davey et al. 2002).

Un cop format el complex DnaB¢-DnaCe, la DnaA unida al DUE desenrotllat
I’atreu cap a I’origen. Diferents dades bioquimiques mostren que una interaccié directa
entre DnaA 1 DnaB és essencial per a la carrega i el correcte posicionament de 1’helicasa
a oriC (Marszalek et al. 1994) i que aquests depenen no només de la unié de DnaA a les
caixes DnaA presents a la seqiiencia d’oriC, sind també a la unié de DnaA a la regid

oberta de I’origen (Messer et al. 2001).

Subsegiientment, DnaC carrega DnaB al complex obert (Davey et al. 2003).
L’assemblatge de DnaB a oriC per DnaC estén la regié desenrotllada de 44 a uns 65
nucleotids, en un procés independent de I’activitat desenrotlladora de I’helicasa (Fang et
al. 1999). Un cop s’ha produit el carregament, s’activa I’activitat ATPasa de DnaC, que

es dissocia de I’helicasa, inactivant aixi la inhibicid que exercia sobre aquesta (Funnell
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et al. 1987; Wahle et al. 1989b; Allen et al. 1991). Per aquest motiu és considera DnaC
un interruptor dual ATP/ADP: la forma unida a ATP promou el carregament de
I’helicasa i la forma unida a ADP promou el desenrotllament del DNA (Davey et al.
2002). L’activitat d’'uni6 a ssDNA de DnaC esta involucrada en el carregament de

DnaB (Learn et al. 1997).

1.3.1.2 Model de carregament de dues DnaB a una forqueta bidireccional

Tal i com s’ha descrit anteriorment, estudis primerencs ja indicaven una
interaccié directe entre DnaB i DnaA (Marszalek et al. 1994), que es va localitzar al
domini N-terminal d’ambdues proteines (Marszalek et al. 1996; Sutton et al. 1998;
Seitz et al. 2000; Abe et al. 2007). S havia hipotetitzat llargament sobre una possible
interacci6 directe entre DnaA i DnaC (Funnell et al. 1987), basant-se en la pertinenca
d’ambdues a superfamilia AAA+, perd no ha estat fins recentment que s’ha demostrat

que ambdues proteines poden interactuar de manera depenent d’ATP (Mott ef al. 2008).

Paral-lelament, s’ha resolt I’estructura del domini AAA+ de la DnaC d’Agquifex
aeolicus. Aquesta estructura estableix que el carregador és un paraleg estructural proper
de la proteina iniciadora DnaA, alhora que rebel-la que DnaC pot adoptar un
assemblatge helicoidal de ma dreta similar al de DnaA i que aquesta propietat es deguda
a una insercié helicoidal a conservada compartida amb I’iniciador. La mutaci6é dels
residus que es troben a la interficie entre subunitats distorsiona la funci6 de DnaC in
vivo i compromet I’habilitat del carregador per associar-se productivament amb ssDNA
in vitro, mostrant que DnaC necessita 1’autoassemblatge per a la seva funcid. Aixo
suggereix que DnaC té funcions més enlla del carregament de 1’helicasa al ssDNA. En
particular, podria funcionar com a adaptador molecular per reconeixer especificament la
forma activada amb ATP de I'iniciador a través d’interaccions AAA+/AAA+ directes

entre DnaC i els extrems lliures del complex d’iniciador assemblat (Mott et al. 2008).

Aquestes noves dades (la interaccié entre DnaA i DnaC i la caracteritzacid
estructural de la darrera), permeten formular un model per 1’assemblatge a oriC de les
dues molecules de DnaB necessaries per formar una forqueta de replicacid

bidireccional.
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Durant el carregament de 1’helicasa replicativa a oriC, els dos hexamers de
DnaB han de posicionar-se en direccions oposades a les dues cadenes del DUE
desenrotllat (Fang et al. 1999; Kaplan et al. 2004). Estudis bioquimics i de microscopia
electronica indiquen que el complex nucleoproteic de DnaA es forma a un dels costats
del DUE i que DnaA s’associa predominantment amb la cadena superior de la regi6 de
I’origen fosa (Funnell ef al. 1987; Speck et al. 2001). Aquesta organitzacié suposa la
paradoxa de com un assemblatge d’iniciacié asimetric facilita el carregament simetric

de dues helicases en aquesta regio.

En substrats de DNA en forqueta artificials que mimetitzen un oriC fos, DnaA
pot reclutar un sol complex DnaB-DnaC a la cadena de sota de 1’origen desunit,
suggerint que aquest complex és diposita gracies a interaccions directes entre 1’iniciador
1 'helicasa (Weigel et al. 2002). Per contra, la forma en que la segona helicasa es
carregada roman poc clara. Donat que DnaA es troba dipositada a la part dreta del DUE,
una interacci6 identica a la descrita anteriorment entre 1’iniciador i DnaB no permetria
una correcte orientacié de 1’helicasa a la cadena superior del DUE, doncs la polaritat

d’aquesta no seria 1’adequada.

Es coneix que I’iniciador i el carregador de 1’helicasa reconeixen cares diferents
de I’hexamer de DnaB. El domini N-terminal de DnaA s’uneix a la cara N-terminal de
I’helicasa (Sutton et al. 1998), mentre que el domini N-terminal de DnaC s’uneix a la
cara C-terminal de DnaB (Barcena et al. 2001; Ludlam er al. 2001). Per tant, un
contacte directe entre DnaC i I’oligomer de DnaA permetria que la segona helicasa fos
col-locada amb la geometria correcte en aquest segment de DNA gracies a trobar-se
associada amb la proteina carregadora de 1’helicasa (Mott et al. 2008). Finalment, el
mecanisme mitjancant el qual s’obre 1’anell de DnaB per permetre 1’entrada del DNA
de cadena senzilla no es coneix, encara que la formacié d’una estructura oligomerica en
espiral de DnaC a la superficie de 1’helicasa podria proporcionar un mitja per facilitar

aquest esdeveniment.

A la figura .20 es representa esquematicament el model de carregament a oriC

de dues molecules de DnaB en 1’ orientaci6 correcte.

74



DnaB, orm . DnaB,

c-term

Figura 1.20: Model per a un carregament asimeétric de dues molécules de DnaB a oriC.
Esquerra: L'assemblatge de DnaA a l'origen de replicacié fon el DUE. Centre: L’helicasa de la
forqueta esquerra és dipositada propera al complex d’iniciador degut a la seva interaccié
directa amb DnaA (1), mentre que I'helicasa de la forqueta dreta és situada a una certa
distancia de I'iniciador a través de la seva associacié amb DnaC i la interaccié d’aquesta amb el
filament de DnaA (2). Dreta: Es desfa el complex DnaB-DnaC i DnaC deixa l'origen, alliberant
la inhibicié que exercia sobre DnaB. Ambdés hexamers d’helicasa migren fins assolir la seva
posicié correcta dins la forqueta de replicacié bidireccional. (Adaptat de Mott et al., 2008).

Aquest model prediu que I’helicasa destinada a encapgalar la forqueta de
replicacié esquerra és carregada inicialment a la cara dreta de la cadena inferior del
DUE, mentre que I’helicasa que generara la forqueta de replicacié dreta és dipositada a
la part esquerra de la cadena de sobre del DUE. Efectivament, durant la iniciacié es
produeix aquest arrengament asimetric, amb les dues helicases lliscant en sentit 5” a 3’,
passant una de llarg de 1’altre després de la deposicid per establir la geometria final de la
forqueta de replicacié bidireccional (Fang et al. 1999). Aixi doncs, aquest model

proporciona una explicacio fisica a la configuracié de carregament inicial.

1.4 Regulacio de la iniciacio: evitar sobreiniciacions

Les bacteries usen molts mecanismes regulatoris diferents per assegurar-se que
la replicaci6 es dona una sola vegada a cada cicle cel-lular i de manera simultania a tots
els origens presents a la cel-lula (Mott e al. 2007). Tal i com s’ha descrit anteriorment,
I’estat nucleotidic de DnaA ajuda a aquesta regulacid, perd no és I’inic mecanisme
emprat. Algunes especies bacterianes tenen mecanismes de control homolegs mentre
que altres utilitzen rutes regulatories completament diferents, emfatitzant la importancia

de controlar la iniciacié de la replicacid, fins i tot en cel-lules procariotes.
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A E. coli, tant oriC com DnaA soén dianes per al control regulatori. A part de
I’activaci6 de DnaA per ATP, altres mecanismes regulatoris inclouen el segrest de
I’origen entre cicles d’iniciacié per la proteina SeqA, que s’uneix a seqiiencies d’ oriC
hemimetilades doncs acaben de ser replicades; i un descens de la concentracié
intracel-lular de DnaA lliure a través de la uni6 de I'iniciador a regions genomiques fora
de I’origen que contenen un gran nombre de llocs d’unié a DnaA. Addicionalment,
DnaA pot regular la seva propia expressio per mitja de la seva uni6 a caixes DnaA que
flanquegen el gen dnaA. Finalment, 1’activitat de 1’iniciador esta subjecte a processos de
control externs que inclouen la unié d’una proteina coneguda com DiaA per assegurar la
sincronia de la iniciacid, i la ruta d’inactivaci6 regulatoria de DnaA (RIDA: Regulatory

Inactivation of DnaA).

RIDA és particularment important, doncs hi esta implicada la proteina Hda,
membre del clade dels iniciadors de la superfamilia AAA+ i un paraleg de DnaA. Hda
és un homodimer que s’associa amb la pinga de processivitat  d’E. coli i
subsegiientment catalitza la hidrolisi de nucleotid per part de la proteina iniciadora,
convertint la DnaA-ATP en DnaA-ADP. Hda inicia aquesta hidrolisi als extrems lliures
del complex nucleoproteic que DnaA-ATP forma a oriC, provocant el desassemblatge
d’aquest complex, bé de manera seqiiencial o catastrofica (Duderstadt et al. 2008). Es
creu que Hda i DnaA interaccionen a través del seu modul AAA+, que en aquest cas
estaria utilitzat no com un modul d’autoassemblatge siné com una bastida per promoure
I’associacié i la comunicacié entre diferents factors d’iniciacié de la replicaci6. Hda
només €s activa en associacié amb una pinga B que es trobi en DNA duplex que hagi
estat extes per la DNA polimerasa (Su'etsugu et al. 2004; Su'etsugu et al. 2005).
Aquesta associacié assegura que la hidrolisi de nucleotid per part de DnaA es déna al
moment adequat durant la formacié del replisoma per promoure el desassemblatge del

complex de DnaA 1 prevenir la reiniciacid.
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2. Elongacio de la replicacio bacteriana

El carregament de I’helicasa marca el final de I’etapa d’iniciacié 1 el
comencament de 1’etapa d’elongacié, doncs dirigeix 1’assemblatge del replisoma, la

maquinaria cel-lular encarregada de la replicacié del genoma bacteria.

Per a poder replicar el genoma, calen tres activitats basiques: el desenrotllament
del DNA duplex parental per poder accedir a la informaci6 que aquest codifica, la
sintesi d’encebadors des d’on iniciar la replicacid 1 la sintesi del nou DNA seguint la
complementarietat amb la cadena motlle. El replisoma agrupa fisicament aquestes
activitats en un sol complex multiproteic que €s capag de replicar el DNA cromosomic
amb gran fidelitat i velocitat gracies a la coordinaci6 dels diferents actors: 1’helicasa
DnaB que desenrotlla el DNA duplex al front de la forqueta de replicacid, la primasa
DnaG que sintetitza els encebadors de RNA i I’holoenzim polimerasa de DNA III que

sintetitza les cadenes filles.

2.1 Components del replisoma

2.1.1.Holoenzim polimerasa de DNA III (Pol III)

L’holoenzim Pol III esta composat de més de 10 subunitats proteiques que es
poden agrupar en tres subcomplexes funcionals: el core polimerasa, la pinga Iliscant 3 i

el complex carregador de pinga .

El core polimerasa

El core polimerasa és un heterotrimer format per les subunitats o, € 1 0
(McHenry 2003). La subunitat a és una polimerasa de DNA pertanyent a la familia C,
exclusiva d’eubacteries (Braithwaite et al. 1993). L’estructura cristal-lina de la subunitat
a d’E. coli i de Thermus aquaticus indiquen que 1’organitzaci6 del seu centre actiu no és
homologa a la de les polimerases replicatives eucariotiques o d’arquees, sind que és

similar a les polimerases de DNA de la familia X, les quals estan involucrades en
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I’edici6 del RNA i la reparacié del DNA (Bailey et al. 2006; Lamers et al. 2006; Wing
et al. 2008). La subunitat € és una exonucleasa 3’- 5’ amb activitat correctora que
funciona editant el producte de DNA per assegurar una alta fidelitat de copia.
Finalment, la subunitat 6 no té cap activitat coneguda llevat d’una lleugera estimulaci6

d’e (Johnson et al. 2005).

El core 0e® és una polimerasa lenta (= 20 nucledtids s™) i poc processiva, que
incorpora només uns 10 nucleotids abans de dissociar-se del diplex encebador-motlle.
En canvi, quan actua lligat a la pinca lliscant B, la seva processivitat s’incrementa
marcadament fins assolir varies kilobases (>50 kb) a un velocitat aproximada de 1kb !

(Stukenberg et al. 1991).

La pinga lliscant 3

Les pinces [ confereixen processivitat al replisoma gracies a que lliguen les
polimerases replicatives a les seves respectives cadenes motlle. Aquesta associacid
s’aconsegueix gracies a que la pinga 3 encercla el DNA diplex immediatament darrera
de la Pol III mentre roman unida a la subunitat o del core polimerasa (Stukenberg et al.
1991). A mesura que la replicacié progressa, B llisca al llarg del DNA desplagant-se

conjuntament amb el core de la Pol III.

La pinca lliscant és un homodimer de subunitats 3 en forma d’anell que presenta
pseudosimetria hexamerica degut a que cada protomer B conté tres dominis globulars
que comparteixen una mateixa topologia de plegament. Els protomers de 3 es troben en
una disposicié cap-i-cua, donant lloc a dos plans estructuralment diferents (Kong et al.
1992). El core Pol 1II 1 el carregador de pinca Yy s’uneixen a la pinca 3 a través d’una
butxaca hidrofobica situada a la superficie de la cara C-terminal. Addicionalment, la
cara C-terminal de B també esta involucrada en interaccions intermoleculars amb
proteines de recombinacid, reparaci6 i control del cicle cel-lular, fet que indica que les
pinces lliscants tenen un paper molt ampli dins dels processos metabolics del DNA

(Johnson et al. 2005).

Recentment, s’ha determinat experimentalment que la pinga 3 pot unir el DNA

de manera especifica i que interactua tant amb DNA de cadena senzilla com de cadena
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doble. L’estructura cristal-lina d’una pinca  unida a un DNA encebat mostra que el
dsDNA passa a través de 1’anell B formant un angle brusc de 22°. Al seu torn, el motlle

de cadena senzilla del lloc encebat s’uneix a la butxaca hidrofobica de la cara C-

terminal, el lloc d’unié a proteines de la pinga B (Georgescu et al. 2008).

cara . cara
N-terminal / 4 ) C-terminal

Figura 1.21: Estructura de la pin¢ca B unida a DNA. Cada protomer 3 es representa en un
color diferent, groc i blau. A la part esquerra (vista lateral) es pot observar com el dsDNA unit a
l'interior de la pinga 8 presenta un angle de 22°. Codi PDB: 3D1E.

In vivo, per tal que la pinca B s’associi a un heteroddplex encebador-motlle, cal
I’obertura de I’anell per part del complex multiproteic 7y, el carregador de la pinca

(Jeruzalmi et al. 2001a).

El complex carregador de pinga y
El complex Y conté fins a 6 subunitats diferents necessaries tant pel carregament
de la pinca B com per la coordinacié de les diferents activitats enzimatiques que tenen

lloc a la forqueta de replicacio.

Un complex y minim, que permet el carregament de la pinga 3, conté 3 copies de
la proteina 7y i una copia de cadascuna de les proteines 0 i 8’ (Jeruzalmi ef al. 2001b). A

la forqueta de replicaci6, dues subunitats Yy del complex carregador de la pinga son
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reemplacades per dues subunitats T per permetre 1’associacié del carregador de pinga
amb les polimerases duals. Y1 T s6n producte del mateix gen, dnaX, i és diferencien en
que 7y és 34 kDa més petita a la regié C-terminal degut a un canvi de pauta de lectura
traduccional que incorpora un sol aminoacid abans de produir una truncacié prematura
de la proteina. Precisament, T empra aquesta regié C-terminal extra per interaccionar
amb el core polimerasa i amb DnaB. Tant y com T hidrolitzen ATP i uneixen d i &,
modulant la uni6 i I’obertura de 3,. La subunitat d aillada és capa¢ d’unir i obrir la pinca
B. & s’uneix a una regié hidrofobica prop de d’interficie dels dimers de P, distorsionant
aquesta superficie de contacte i provocant 1’obertura de la pinca. Finalment, la subunitat
&’ té un paper estructural, doncs funciona com a un cos rigid en el context del complex y

(Johnson et al. 2005; Pomerantz et al. 2007).

Analisis estructurals del complex carregador de pinca minim (y;66’°) rebel-len
que les subunitats que el conformen s’organitzen en espiral, deixant un forat entre les
subunitats ¢ i 6° que proporciona accés al DNA al centre del complex v, tal i com es
mostra a la figura 1.22. El dimer 3 és obert per la subunitat o, i els residus de la pinca 3
que interaccionen amb o es localitzen al domini N-terminal, indicant que 1’anell f
s’uneix per la part de sota del complex 7y, on pot formar connexions amb totes les

subunitats (Jeruzalmi et al. 2001a; Jeruzalmi et al. 2001b).

dominis

90° C-terminals

moduls
AAA+

Figura 1.22: Estructura del complex carregador de pinga minim d’ E. coli. Per bé que
només les subunitats y son capaces d’unir ATP, totes cinc pertanyen a la superfamilia AAA+.
Es mostren els tres llocs d’'unié a ATP, a les interficies entre subunitats. Codi PDB: 1JR3.
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Addicionalment, a E. coli les proteines X, 1 Y s’associen amb el complex 7y per
permetre el reconeixement de les proteines SSB i aixi facilitar el canvi de la primasa a
la polimerasa a la cadena retardada. La subunitat ) s’uneix a SSB i es manté unida al
carregador de pinca a través de la seva interaccié amb Wy (Xiao et al. 1993; Glover et al.

1998; Yuzhakov et al. 1999).

2.1.2 L’helicasa replicativa: DnaB

L’helicasa DnaB és el primer component del replisoma en arribar a la futura
forqueta de replicacid i participa activament en el reclutament i assemblatge dels altres

membres del replisoma.

L’activitat principal de DnaB dins del replisoma €s convertir I’energia de I’ATP
en treball mecanic de translocacié i separacié de cadena al front de la cadena retardada
de la forqueta de replicacié (LeBowitz ef al. 1986). Ara bé, aquesta no és la unica
funci6é de DnaB sind que també esta implicada en coordinar la progressié de la forqueta
amb l’activitat de I’holoenzim Pol III, aixi com en regular i coordinar la sintesi
d’encebadors a la cadena retardada. Exerceix aquestes funcions regulatories gracies a
interaccions directes amb la subunitat T de Pol III i la primasa DnaG, respectivament
(Johnson et al. 2005). L’activitat helicasa de DnaB, intrinsicament baixa, augmenta en
un factor de 10 en el context del replisoma gracies a la seva interaccié amb t (Kim et al.

1996).

2.1.3 La primasa: DnaG

DnaG és una polimerasa de RNA especialitzada que sintetitza encebadors de
RNA d’uns 10-12 pb que proporcionen un extrem 3’ lliure a partir del qual les
polimerases de DNA poden continuar la sintesi de cadena. Es reclutada al replisoma
mitjancant una interaccid transitoria amb DnaB, que es repeteix ciclicament durant
I’avang del replisoma, doncs és clau en la coordinaci6 del cicle de la cadena retardada

(Tougu et al. 1996b).
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La primasa s’organitza en tres dominis: un domini N-terminal d’unié a zinc
implicat en I’estabilitzacié de la unié de la primasa al seu DNA motlle (Corn et al.
2005); un domini polimerasa de RNA central, i un domini C-terminal d’interaccié amb
I’helicasa DnaB i les proteines SSB, el qual localitza la primasa a la forqueta de

replicacio.

DnaG és monomerica en solucid, perd en aquesta forma no és activa, doncs cal
que dues molecules de primasa interaccionin en frans per a produir un encebador. El
domini polimerasa de DnaG aillat sintetitza encebadors extremadament llargs a una taxa
molt lenta. Necessita interaccionar amb el domini d’unié a zinc, el qual estabilitza la
seva unié amb el ssDNA motlle i, conseqiientment, permet produir encebadors de la
mida adequada i correctament espaiats. Com la zona d’enlla¢ entre ambdés dominis és
massa curta per a que aquesta interaccié es pugui donar intramolecularment, cal que
dues molecules de primasa s’associin i els seus dominis col-laborin. Aquesta cooperacié
entre subunitats augmenta I’activitat catalitica de la primasa, refor¢a la seva especificitat
d’iniciacié i permet que el domini d’unié a zinc actui com fre molecular que restringeix
tant la processivitat com la llargaria dels encebadors (Corn et al. 2005; Corn et al.

2006).
Al replisoma, tres molecules de DnaG es troben unides a un hexamer de DnaB i

aix0 possibilita que el domini d’unié a zinc d’una primasa veina reguli la sintesi

d’encebador de la primasa unida al DNA motlle.
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2.2 Arquitectura del replisoma

sentit de sintesi

pinga lliscant de la polimerasa Pol Il de Ia
/;\_ __..-——-"‘] cadena lider
U "\ cadena lider
carregador _ R
sentitde o, de pinga ™\ M LA
la forqueta_ /\ . e B Lo, )
\\ R L m— helicasa //’3
J ‘aa DnaB 5’
fragment d'Okazaki
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Primasa
DnaG
—_—
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de la polimerasa
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SSB retardada

fragment d'Okazaki
actual

Figura 1.23: Esquema de I'organitzacié del replisoma durant la replicacio del DNA. Per
claredat només es representa una molécula de primasa, quan en realitat tres molécules de
primasa interaccionen amb I'hexamer d’helicasa i dues d’elles coordinen la seva activitat per a
la sintesi eficient de 'encebador. Figura adaptada de Pomerantz i O’Donnell, 2007.

El replisoma empra una polimerasa dual, amb dos cores aeb enllagats mitjancant
el complex 7y, per dur a terme la sintesi simultania de les dues cadenes del DNA
parental. Ara bé, com les polimerases de DNA només poden sintetitzar cadena en el
sentit 5° a 3’ i el DNA duplex és antiparal-lel, la replicacié del genoma s’ha de realitzar
de manera asimetrica. La cadena que presenta polaritat 5°-3° es copiada de manera
continua, en la mateixa direccié en que es dona el desenrotllament de la forqueta de
replicacid, i s’anomena cadena lider. En canvi, I’altra cadena és copiada de manera
discontinua, en fragments de DNA curts de 1-3 kb anomenats fragment d’Okazaki.
Aquesta cadena s’anomena retardada i ha d’organitzar-se formant un llag de cadena

senzilla per tal de posicionar-se en el sentit adequat per poder ser copiada per la seva
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Pol III corresponent a mesura que aquesta es mou amb el replisoma. Les proteines SSB
embolcallen el lla¢ de ssDNA de la cadena retardada per tal d’estabilitzar-lo 1 protegir-
lo de I’atac de les nucleases cel-lulars. Les SSB també tenen papers addicionals tan dins
del replisoma com en el metabolisme general del DNA gracies a les nombroses

proteines amb les quals poden interaccionar (Shereda et al. 2008).

2.3 Interaccio entre I'helicasa i la primasa

Tres molecules de DnaG s’uneixen a través del seu domini C-terminal (Tougu et
al. 1994; Tougu et al. 1996a) a la cara N-terminal d’un hexamer de DnaB (Chang et al.
2000; Bailey et al. 2007b; Wang et al. 2008), formant una associacié directa que regula
les funcions d’ambdues proteines. La primasa augmenta tant 1’activitat ATPasa com
helicasa de DnaB (LeBowitz et al. 1986; Bird et al. 2000). Al seu torn, DnaB modula
I’activitat global de DnaG, aixi com la llargaria dels encebadors sintetitzats per la
primasa i la seva especificitat d’iniciaci6 (Rowen et al. 1978; Lu et al. 1996;

Bhattacharyya et al. 2000; Johnson et al. 2000).

Donat que DnaG sola és feblement activa in vivo, amb una taxa maxima d’uns
tres encebadors per hora, I’activacié de la primasa gracies a la seva associacié amb
DnaB és essencial per a que la replicaci6 pugui progressar a les rapides taxes

observades in vivo.
2.3.1 Model estructural

Les recents estructures de DnaB unida al domini d’interaccié de DnaG (Bailey et
al. 2007b) i del domini polimerasa de DnaG unit al DNA (Corn et al. 2008) possibiliten

el modelatge del complex format per DnaB i DnaG a la forqueta de replicacid, tal i com

es mostra a la figura 1.24.
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la primasa rastreja el ssDNA motlle es sintetitza I'encebador; la SSB s'uneix

Figura 1.24: Model estructural del complex helicasa-primasa a una forqueta. Docking del
domini polimerasa de DnaG (rosa) unit a ssDNA (codi PDB: 3B39) al complex entre un
hexamer de DnaB (blau) i tres dominis d’interaccié amb I'helicasa de DnaG (gris) (codi PDB:
2REA). El solc de rastreig del DNA motlle queda emplacat sobre I'helicasa, en una orientacio
que possibilita la seva associacié al ssDNA que es alliberat de I'helicasa. Després de la captura
del motlle i el seu rastreig a la recerca d’'un lloc d’iniciacié (esquerra), el ssDNA forma un llag
cap al centre actiu de la primasa, on es produeix la sintesi de I'encebador (fucsia) que surt cap
a la cara externa del complex helicasa-primasa (dreta). Al quedar a la cara externa, es facilita el
posterior processat de I'encebador, per exemple, la seva transferéncia al complex carregador
de pinga a través d’'una interaccié entre la primasa i la proteina SSB. Per claretat, no s’ha
representat el domini d’unié a zinc de la primasa.

DnaG uneix el ssDNA mitjancant una regié basica ortogonal al centre actiu del
seu domini polimerasa, la qual forma un solc a través del qual llisca el DNA de cadena
senzilla. La primasa usa aquest solc per rastrejar el ssSDNA motlle a la recerca de les
seqiiencies tribasiques d’iniciacié (Tougu et al. 1994; Corn et al. 2008). La interacci6
entre DnaB 1 DnaG orienta aquest solc de rastreig sobre la cavitat central de 1’anell de
I’helicasa, en una posicié apropiada per unir el motlle lliure de la cadena retardada a
mesura que aquest surt de la cavitat central de I’helicasa. A més, un cop sintetitzat
I’encebador, I’heterodiplex RNA-DNA surt cap a I'exterior del complex helicasa-

primasa, facilitant aix{ la seva transferencia final al core polimerasa (Corn et al. 2008).

El domini d’interaccié amb 1’helicasa de DnaG s’uneix a aquesta tapant la
interficie entre dimers a la cara N-terminal de DnaB (Bailey et al. 2007b), fixant la

simetria C3 d’aquesta capa. S’ha proposat que la primasa estimula 1’activitat de
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I’helicasa estabilitzant la conformacié de I’hexamer de DnaB sobre el DNA, accié que
incrementaria la processivitat de desenrotllament. A més, la comunicacié de la primasa
cap al motor de I’helicasa és evident en una variant de G40P en la qual, quan
s’interfereix amb zona d’interaccié entre la capa N-terminal i la capa C-terminal de
I’hexamer de G40P, s’obté una proteina que encara s’uneix a la primasa pero que no és
estimulada en les seves activitats ATPasa 1 helicasa en la mateixa proporcié que la

proteina salvatge (Wang et al. 2008).

2.3.2 Control del cicle de la sintesi de fragments d’Okazaki

La interaccid entre la primasa i I’helicasa determina la freqiiencia de la sintesi
dels fragments d’Okazaki i, per tant, ajusta el rellotge de la forqueta de replicacid
(Tougu et al. 1996b). DnaG actua distributivament, dissociant-se de DnaB i associant-se
de nou per sintetitzar cada fragment d’Okazaki (Wu et al. 1992; Johnson et al. 2000;
Mitkova et al. 2003).

Al replisoma, I’hexamer de DnaB actua com a estacié port mobil per
incrementar la concentraci6 local de motlle de DNA de cadena senzilla disponible per a
la primasa, alhora que possibilita la colocalitzacié de varies DnaG en una disposicid

adequada per a que els seus dominis interactuin, modulant aix{ la sintesi d’encebador.

Addicionalment, estudis d’una sola molecula (single-molecule) de la sintesi de la
cadena lider catalitzada per DnaB 1 I’holoenzim Pol III mostren que la unié cooperativa
de tres molecules de DnaG a un hexamer de DnaB desestabilitza la forqueta de
replicacio, reduint la processivitat del replisoma per un factor de quatre (Tanner et al.
2008) Aquest efecte €s similar a I’encallament del replisoma de T7 observada en
sistemes similars de single-molecule quan la proteina del gen 4 sintetitza un encebador,
de totes maneres, en aquest cas la processivitat no es veia afectada (Johnson et al.
2007). Aquesta modulacié de la replicacié de la cadena lider a través de la interaccié de
la primasa amb DnaB podria ser una mecanisme per prevenir que la sintesi a la cadena
lider adelanti la replicacié de la cadena retardada durant una sintesi anormalment lenta

d’encebadors a la cadena retardada (Marians 2008; Tanner et al. 2008).
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2.3.3 Dissociacio del complex i transferencia de 'encebador al complex y

La uni6 del domini d’interaccié de DnaG a la proteina SSB provoca que la
primasa unida a un heterodiplex encebador-motlle es dissocii de 1’helicasa. La primasa
roman associada a 1’encebador acabat de sintetitzar per estabilitzar el curt heterodiplex
RNA-DNA i assegurar la transferéncia apropiada d’aquest a la polimerasa replicativa
(Yuzhakov et al. 1999). Encara que la primasa és un monOmer en solucid,
I’estequiometria de la primasa unida a llocs encebats del DNA és de 2:1, cosa que
suggereix un mecanisme d’alliberament concertat en que dues primases es dissocien

conjuntament de I’hexamer DnaB (Marians 2008).

Els encebadors sintetitzats de nou sén emprats per la polimerasa de la cadena
retardada amb una eficiéncia molt alta, doncs més del 90% dels encebadors sintetitzats
per la primasa a la forqueta de replicaci6é s6n usats per iniciar la sintesi de fragments
d’Okazaki (Wang et al. 2008). Aquesta alta eficiencia és producte d’una reaccid
concertada on la interaccid entre la primasa i la proteina SSB és reemplacada
competitivament per una entre SSB i la subunitat ) del carregador de pinca (Yuzhakov
et al. 1999). Aquest intercanvi dissocia la primasa de 1’encebador, possibilitant la
carrega de la pinga B de ’holoenzim Pol IIT a I’heterodiplex encebador-motlle i, per
tant, la subsegiient uni6é de la subunitat catalitica (1) de ’holoenzim a I’extrem 3’ de

I’encebador.

2.4 Carregament de la pin¢a 3 i entrada de Pol III

En presencia d’ATP, el carregador de pinga s uneix a i obra la pinga . La pinca
s’obra formant una espiral de ma dreta, distribuci6 que encaixa molt bé amb
I’organitzaci6 espiral de les subunitats del carregador de pinga. Dins del complex v, és
la subunitat ¢ la que obra la pinga, alineant el forat entre les subunitats ¢ i ¢° amb el
forat de la pinca oberta. Aquest complex obert de pinca - carregador y uneix el DNA
encebat i el posiciona a través de la pinga oberta gracies a les estretes connexions entre

els dominis C-terminals del pentamer del carregador de pinga, les quals impedeixen la

87



sortida del DNA per la part superior de 1’estructura i I’obliguen a fer-ho pel forat entre ¢

i’ (Bloom 2006).

Un cop el DNA es troba posicionat a I’interior de la pinga B, atreu els residus
d’interaccié amb el dsDNA de la pinga, induint el tancament d’aquesta al seu voltant. Al
canviar d’una espiral oberta a una estructura tancada planar i inclinada, la pinca B ja no
encaixa amb la superficie espiral del carregador de pinga, trencant aixi la seva connexié
amb algunes de les subunitats del carregador. La subunitat del carregador de pinca que
més fortament interactua amb 3 és la subunitat o, la qual s’uneix a la butxaca d’unié de
proteina de f3. Per tant, la unié del DNA motlle de cadena senzilla a la butxaca d’uni6 a
proteina de B pot ajudar a alliberar 6 de B i aixi completar 1’alliberament del carregador
de pinga, un prerequisit necessari per a que la polimerasa uneixi  (Georgescu et al.

2008).

Quan el carregador de pinca es dissocia de P, la pinga roman al lloc encebat a
través de la seva connexié amb el ssDNA motlle. En abséncia d’aquesta connexio, 3
podria lliscar fora de I’extrem 3’. Per tant, la connexié entre la pinga B i el ssDNA al
lloc encebat serveix per mantenir B al lloc encebat, on se la necessita per interaccionar
amb Pollll. Com I’holoenzim competeix amb el ssDNA per al lloc d’uni6 a proteina de
B, la interaccié ssSDNA-B es trencara quan la polimerasa s’associi amb la pinca, fet que
facilita la difusi6 de B al llarg del DNA. Finalment, un cop associada a la seva pinca de
processivitat 3, ’holoenzim Pol III inicia la sintesi del nou DNA a I'extrem 3’ de

I’encebador.

2.5 Mecanismes per a la sintesi de la cadena lider i la retardada

L’extensi6 de la cadena lider només necessita d’un sol pas, o pocs, de formaci6
d’encebadors i per tant, es dona de manera continua. Aquest punt de vista, ampliament
acceptat, es basa en assajos de replicaci6 realitzats in vitro amb proteines altament
purificades. Ara bé, un estudi in vivo recent dels intermediaris de replicacid, suggereix
que el procés de sintesi de la cadena lider s’interrompria freqiientment. A més,

inactivacions ocasionals de la forqueta de replicacié degut a danys al DNA o altres
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impediments a llarg de la cadena lider desemboquen en noves etapes de formacid
d’encebadors, que son necessaris per la reiniciacié de la replicaci6. Actualment s’esta
investigant la freqiieéncia amb que s’interromp la sintesi de la cadena lider en condicions

de creixement normals.

En canvi, la sintesi de la cadena retardada necessita multiples encebadors perque
aquesta cadena s’ha de sintetitzar com a una serie de fragment discontinus. La sintesi de
cadascun dels fragments de la cadena retardada a partir d’un encebador de RNA i
continua fins que el fragment es troba I’extrem 5 del proxim encebador riu avall, fet
que provoca la dissociacié de la polimerasa de DNA pol III de la cadena retardada. La
porcié 5° de RNA de cada fragment d’Okazaki és reemplacada posteriorment per
desoxiribonucleotids per la polimerasa de DNA 1, i els forats entre fragments de DNA

adjacents son units entre ells per la lligasa.

A mesura que el replisoma progressa, el complex carregador Y assembla
repetidament pinces P als llocs on la primasa ha sintetitzat un encebador. Al seu torn, la
polimerasa de la cadena retardada es dissocia de la pinca f quan completa un fragment
d’Okazaki, per tal de poder estendre un encebador de RNA riu amunt per al segiient
fragment d’ Okazaki. La poca disponibilitat cel-lular de Pol III (10-20 molecules per
cel-lula) 1 els centenars de fragments d’Okazaki que cal generar, implica la necessitat

d’un reciclatge rapid i eficient de Pol I11.
A la figura .25 es mostra esquematicament la progressié de I’etapa d’elongacio i

els processos que tenen lloc tant durant la sintesi de la cadena lider com durant la sintesi

de la cadena retardada.
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Figura 1.25: Esquema de la progressio d I'etapa d’elongacio de la replicacio a E. coli.

La sintesi a la cadena lider és un procés continu que només necessita que la primasa sintetitzi
un o pocs encebadors. La cadena retardada es sintetitza de manera discontinua, en multiples
fragments d’Okazaki. (a) La sintesi d'un encebador de RNA per part de DnaG inicia el cicle d’'un
nou fragment d’'Okazaki a la cadena retardada. Un cop sintetitzat I'encebador, la primasa es
dissocia del DNA motlle. (b) El complex y carregador de pinga empra I'energia de I'ATP per
obrir i assemblar la pinga B al lloc que acaba de ser encebat per la primasa. El carregador de
pinga es dissocia del DNA després de I'assemblatge de la pinga, deixant B a I'extrem 3’ de
'encebador. (¢) La polimerasa de la cadena retardada es dissocia de la pinca B després
d’haver acabat un fragment d’Okazaki (i) i es reciclada cap a una nova pinca 3 que es troba al
lloc encebat (ii). La primera pinga 3 roman unida al fragment d’Okazaki acabat de completar.
(d) La polimerasa de la cadena retardada inicia la sintesi de DNA del fragment d’Okazaki.
Adaptat de Pomerantz et al,. 2007.
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OBJECTIUS

L’objectiu principal ha estat la determinacié de I’estructura tridimensional de
I’helicasa DnaB bacteriana mitjancant les técniques propies de la cristal-lografia de
proteines. Es pretenia aprofundir en el funcionament d’aquesta proteina en concret i de

les helicases hexameriques en general.

Per aconseguir aquest objectiu principal, es van marcar diferents objectius

parcials, els quals es descriuen a continuacio:

- Aillar el gen codificant per a la proteina DnaB de I’organisme font. En aquest
treball es varen emprar dos organismes fonts diferents: Aquifex aeolicus i
Thermotoga maritima. Ambdds sén bacteries termofiles i1 tenien el seu genoma

completament seqiienciat quan es va iniciar aquest projecte.

- Produir quantitats elevades de proteina DnaB gracies a la seva sobreexpressid

en cel-lules hoste d’ Escherichia coli.

- Purificar la proteina recombinant fins obtenir-la en un grau de puresa suficient

per a poder cristal-litzar-la.

- Obtenir cristalls de proteina de qualitat suficient per generar dades de difraccid

de raigs X de resolucio 1 qualitat adequada.

- Processar les dades de difracci6 1 utilitzar-les per resoldre 1’estructura

tridimensional de la proteina.

- Analitzar i validar I’estructura obtinguda, per intentar extreure’n un model de

funcionament per a I’helicasa.
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MATERIALS I METODES

Per a una major claredat, la seccié de materials i metodes esta organitzada en dos
grans apartats, corresponents als dos conjunts diferenciats de metodologies que s’han

tractant durant la realitzaci6 d’aquest treball.

El primer apartat (A) compren les tecniques propies d’un laboratori de biologia
molecular i esta subdividit en tres blocs, els quals descriuen, respectivament, el

clonatge, I’expressio i la purificacié dels constructes proteics estudiats.

El segon apartat (B) descriu les tecniques especifiques de cristal-lografia de
proteines i esta subdividit en dos blocs. El primer bloc descriu les técniques de
cristal-litzaci6 de proteines. El segon bloc compren la recollida de dades de difraccié de

raigs X 1 la resolucid de I’estructura tridimensional de la proteina d’interes.
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A. TECNIQUES DE
BIOLOGIA MOLECULAR

Aquesta seccid compren les tecniques de biologia molecular emprades per
produir les proteines objecte d’estudi en quantitats suficients i de forma soluble i

homogenia, requisit previ a les tecniques de cristal-lografia de proteines.

Un cop escollida la proteina que es vol -caracteritzar estructuralment,
primerament cal aillar el seu gen del genoma de I’organisme font, introduir-lo en un
sistema que permeti la sobreexpressié de la proteina en un organisme hoste, realitzar
I’expressié en les condicions Optimes per a la correcte transcripcid i traduccié de la
proteina d’interes i, finalment, separar-la de la resta de proteines produides per 1’hoste.
Aixi doncs, es poden distingir tres grans etapes en aquest procés: el clonatge,
I’expressi6 1 la purificacié de la proteina objecte d’estudi. Conseqiientment, aquesta
seccid esta subdividida en tres grans blocs, corresponents a cadascuna d’aquestes
etapes. Hi ha una petita introducci6 a cada bloc, on s’explica breument I’estrategia

global seguida a cada pas.
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[. CLONATGE DE LES PROTEINES
D’INTERES

En aquesta seccid es descriuen les tecniques de biologia molecular emprades per
aillar els gens codificants per a la proteina DnaB dels dos termofils estudiats (Aquifex
aeolicus 1 Thermotoga maritima) i introduir-los als vectors d’expressio escollits,
generant aixi els constructes que es van utilitzar en la sobreexpressié d’ambdues
proteines. Igualment, es descriu I’obtencié dels constructes de la forma curta i del

domini C-terminal de la DnaB d’Aquifex aeolicus.

Es van utilitzar tecniques de clonatge classiques basades en reaccions de digestio
per endonucleases i posterior Iligacié dels productes. L’amplificacié dels fragments de
DNA d’interes es va fer mitjancant la técnica de la reaccié en cadena de la polimerasa

(PCR).
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MATERIALS

DNA motlle

DNA genomic d’Aquifex aeolicus VF5 1 de Thermotoga maritima MSBS.
S’obtingué del laboratori del Prof. Dr. Michael Thomm, de la Universitat de

Regensburg.

Vectors

s pGFPCR.
Vector de clonatge que incorpora com a marcador el gen codificant per la

proteina fluorescent verda. El mecanisme de clonatge es descriu a metodes.

% Vectors pET28a, pET29a.
Vectors comercials de sobreexpressié de proteines recombinants, de la casa
Novagen. Les caracteristiques d’aquests vectors es descriuen en detall a la seccid

de materials de la part d’expressio.

Enzims

< Polimerasa Ventg®.
De la casa comercial New England Biolabs. Es una polimerasa de DNA d’alta
fidelitat de copia gracies a la seva activitat correctora en sentit de 3’ a 5°. Genera

productes d’extrems roms. Aillada del termofil Thermococcus litoralis.

¢ Lligasa de T4.
De la casa Roche. Es una lligasa de DNA, per tant catalitza la formacié

d’enllagos fosfodiester entre el grup hidroxil 3’ d’un nucleotid i el grup fosfat 5’
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d’un altre. En les reaccions de lligacié dins d’un protocol de clonatge, els
nucleotids lligats pertanyen a fragments de DNA lineals diferents, de manera
que aquesta reaccié serveix per unir-los en un sol fragment i generar nous

constructes circulars (i, per tant, estables a I’interior de els cel-lules bacterianes).

«» Enzims de restriccio.
Endonucleases Ncol, Ndel, Smal, Xbal, Xmalll i Xhol. Totes de la casa

comercial Fermentas.

Les dianes de tall, aixi com les caracteristiques especifiques de cada enzim, es

resumeixen a la taula M. 1.

Diana tall - Tampo (alternatius)
optima
37°C

Ncol 5“CMCATGG-3 65°C 20 Tango 1X (Tango 2X, R)
Ndel 5“-CA'T ATG-3 37°C 65°C 202 O (R, Tango 2X)
Smal 5-CCCrGGG-3 30°C 65°C 202 Tango 1X

Xbal 5-TA"CTAGA-3 37°C 65°C 20 Tango 1X (Tango 2X, B)
Xmalll' | 5-CAG G C C G-3' 37°C 65°C 202 Tamp6 especific
Xhol 5-C"TCGAG-3 37°C 80°C 20° R (Tango 2X)

Taula M.1: Caracteristiques dels enzims de restriccio emprats durant el clonatge. Es
mostra la seva seqiiéncia de reconeixement, marcant el punt de tall amb el simbol “*’; la
temperatura a la qual presenten una activitat optima; el sistema d’inactivacié i el tamp6 de la
casa comercial on la seva activitat és maxima (100% per la primera opcid, de 50 a 100% als
alternatius). (*) Xma també s’anomena Eco521.

Encebadors

Els oligonucleotids que s’empraren com a encebadors foren sintetitzats i
purificats per la casa comercial Roche, que els serveix liofilitzats. Per a la seva
utilitzacié foren resuspesos en aigua MiliQ autoclavada, a una concentracié final de

20mM.

La seqiiencia exacta i caracteristiques de cada encebador es descriuen a la seccid

de metodes, on també s’explica el seu disseny.
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Kits comercials per a la purificacié de DNA

% QIAprep Spin Miniprep Kit.
De la casa Quiagen. Kit per a la realitzaci6 de preparacions plasmidiques a petita

escala a partir de cultius de nit bacterians.

< Tlustra GFX™
De la casa GE Healthcare. Kit per a la purificaci6 i/o concentracié de fragments
de DNA de llargaries compreses entre 50 pb 1 10 kb procedents de reaccions de

PCR, digestions amb enzims de restriccié o bandes retallades de gels d’agarosa.

Soca de clonatge

S’utilitza la soca E. coli DH5a de la casa comercial Invitrogen. El seu genotip és
el segiient: F ¢80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 deoR recAl endA1 hsdR17(r my")
phoA supE44 ) thi-1 gyrA96 relAl. I presenta com a caracteristiques rellevants per al

clonatge:

- una major estabilitat dels inserts gracies a la mutaci6 recAl;

- un augment del rendiment i la qualitat de les minipreparacions de DNA
plasmidic aillat d’aquesta soca gracies a la mutacié endAl;

- la presencia del marcador ¢80dlacZAM135, el qual permet la complementacié o
del gen de la B-galactosidasa i, per tant, el cribatge dels clons recombinants per

diferenciacio entre fenotips blaus i blancs.
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METODES

1. Determinacio de les seqiiéncies dels diferents constructes

La seqiiencia completa del gen codificant per a la proteina DnaB d’Aquifex
aeolicus VF5 (aq_dnab en endavant) es va obtenir de la base de dades per a genomes
microbians complerts Genome information broker (GIB), accessible a 1’adreca web

http://genome.nig.ac.jp. Aquesta seqiicncia es va analitzar amb el programa Webcutter2

(http://rna.lundberg.gu.se/cutter?) per determinar les dianes de restricci presents i1 aixi

poder-les descartar per al clonatge.

Similarment, la seqiiencia completa del gen codificant per a la proteina DnaB de
Thermotoga maritima MSBS8 (th_dnab en endavant) també es va obtenir de la base de
dades GIB i es va analitzar amb el programa Webcutter2 per descartar 1’ds per al

clonatge de les dianes de restriccié presents a la seqiiencia.

La seqiiencia codificant per al domini C-terminal d’Aq_DnaB es va inferir dels
analisis d’alineament de seqiiencia de les diferents DnaB bacterianes descrites, emprant
com a referéncia les dades bioquimiques i estructurals sobre els dominis de la proteina
DnaB descrites a la bibliografia, aixi com les prediccions d’estructura secundaria i
desordre per a Aq_DnaB. Per als alineaments de seqiiencia amb totes les proteines
homologues a DnaB descrites s’empra el programa PSIBlast (disponible online a

http://www.ebi.ac.uk/Tools/psiblast) contra la base de seqiiencies proteiques UniProt.

Per als alineaments entre les DnaB d’especies bacterianes concretes, s’empra el

programa ClustalW (disponible online a http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2). Per a

les prediccions d’estructura secundaria s’empraren els programes: Secondary Structure
Consensus Prediction de la plataforma bioinformatica NPS@ (Network Protein

Sequence @nalysis a http://npsa-pbil.ibcp.fr), PSIPRED (Protein Structure Prediction

Server a http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred), JPred (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred) i

PredicProtein (http://www.predictprotein.org). Per ultim, la predicci6 de desordre es

realitza amb els programes: FoldIndex (http://bioportal.weizmann.ac.il/fldbin/findex),

DisEMBL (http://dis.embl.de), DISOPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/disopred), Predict
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Protein (http://www.predictprotein.org), PrDOS (http://prdos.hgc.ip/cgi-bin/top.cgi) 1
RONN (http://www.strubi.ox.ac.uk/RONN) .

El constructe de la forma curta de la DnaB d’A. aeolicus també es va dissenyar
en funcié dels alineaments de seqiiencia i prediccions d’estructura secundaria i desordre,

emprant els mateixos programes que en cas anterior.

2. Disseny dels encebadors (primers)

Els encebadors pel constructe d’Aq_DnaB foren dissenyats amb dos objectius,
que permetessin 1’obtenci6 de la seqiiencia genomica completa codificant per aquesta
proteina, alhora que incorporessin les dianes dels enzims de restriccid que permetrien la
seva posterior insercid al vector d’expressid. Aquest segon requisit €s comu per a tots

els constructes dissenyats.

Per a la forma curta d’Aq_DnaB, es dissenya un encebador reverse addicional
que permetia incorporar un cod6 de parada (stop) just darrera de la E439, de manera que
els 29 dltims aminoacids de la proteina no fossin transcrits. En endavant, aquest

constructe s’anomena Aq_DnaB [1-439], fent referéncia als aminoacids que compren.

Per al domini C-terminal d’Aq_DnaB, es va emprar una parella d’encebadors
que incorporessin un codé d’iniciaci6 al residu T153 de la proteina original (encebador
forward), i un codé de parada a la mateixa posicié (E439) que a la forma curta
(encebador reverse). Aquest constructe s’anomena Aq_DnaB-CT, on CT fa referéncia a

que es tracta del domini C-terminal de la proteina.

Finalment, per aillar th_dnab es va dissenyar una parella d’encebadors que

permetessin amplificar la seqiiencia codificant complerta.

Un cop dissenyats, les seves propietats de cadascuna de les parelles
d’encebadors van ser estudiades amb el programa NetPrimer (disponible online a

www.premierbiosoft.com/netprimer), per tal de descartar dissenys amb alta propensio a
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formar estructures secundaries tant intramolecularment com amb I’altre membre de la
parella. Es prioritzaren aquelles parelles d’encebadors que presentaven temperatures de
fusi6 similars, tenien com a minim 10 bases correctament aparellades a banda i banda
de la zona desaparellada (que incorpora la diana de restricci6 i/o els codons de parada
generats de nou) i que acabaven preferentment en una base de G o C (per augmentar

I’especificitat de la reaccié d’amplificacio).

A la taula M.2 es mostren les seqiiencies dels encebadors emprats per a cadascun

dels quatre constructes.

Nom Seqiiéncia nucleotidica w

Fw-Aq | 5-CGACTGTAAATTAAATTCCATGGCATTTGTGGATAAACT-3’ Ncol
Rv-Aq 5’-AGCTACCCCGGATACTCGAGATAAAATTATAAAACC-3’ Xhol
Fw-Th 5’-CGTTTTTTGAGAGGTGAGCATATGCGTGTTCCCCC-3’ Ndel
Rv-Th 5’-GTAGGCCTTTATGTCCCGGCCGAACACCTCCCTGG-3’ Xmalll
Fw-CT 5’-GCGGAAAGTGCTACACATATGCAGTTTTACCATGTG-3’ Ndel
Rv-CT 5’-GTGGTGGTGGTGCTCGAGGTCATTCTAGGTTTGC-3’ Xhol
Fw-439 5’-CTGTAAATTAAATTTACATATGCAATTTGTGGATAAAC-3’ Ndel
Rv-439 5’-TGGAGGTTGTTCTCGAGGTCATTCTAGGTTTGC-3’ Xhol

Taula M.2: Encebadors emprats pel clonatge. Fw: encebador a I'extrem 5’ de la seqiiéncia a
amplificar; Rv: encebador a I'extrem 3’ del fragment a amplificar; Aq: constructe Ag_DnaB; Th:
constructe Th_DnaB; CT: Ag_DnaB-CT; 439: Ag_DnaB[1-439]. La diana de tall que incorpora
cada encebador esta subratllada i 'enzim a que correspon indicat. En verd es mostra, el codd
d’iniciacié i en vermell el de parada. Els encebadors Rv_Aq i Rv-Th no contenen codé de
parada perque, per no incorporar mutacions a la seqliiéncia aminoacidica, s6n complementaris
a una zona riu avall del codo de parada del gen original.

3. Obtencio del gen: amplificacié mitjancant PCR

S’utilitza la tecnica de la PCR (Saiki er al. 1988) per aillar 1 amplificar les
seqiiencies d’interes. Per a les proteines senceres tant d’Aquifex aeolicus com de
Thermotoga maritima, es va partir de DNA genomic de la soca corresponent. Per a
Aq_DnaB [1-439] i1 per a Aq_DnaB-CT, es va partir del gen sencer ag_dnab clonat al
vector d’expressio pET29[Aq_DnaB].
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A totes les reaccions de PCR s’empra la polimerasa de DNA amb activitat
correctora Ventgr, utilitzant en cada cas les parelles d’encebadors dissenyades
especificament per a cadascun dels constructes. Les parelles d’encebadors han estat

descrites a I’apartat anterior (veure taula M.2).

Per tal d’obtenir una banda amplificada unica per a cada constructe, es va
optimitzar experimentalment tant la composicié de la barreja de reaccid6 com els
parametres d’aquesta, €s a dir, la temperatura i durada de la separacié de cadenes inicial,
la temperatura d’anellament (annealing) dels encebadors, la temperatura i durada de la
fase d’extensié i el nombre de cicles. A les taules M.3 1 M.4 es mostren, respectivament,
la composici6 de la barreja de PCR 1 els parametres de reacci6 finals per a cadascun dels

quatre constructes.
Els productes de PCR es van analitzar mitjancant una electroforesi en gels
d’agarosa al 1.2%, que permeten una correcta separacié de bandes de longitud

compreses entre 0.4 1 6 kb.

Els productes de les reaccions de PCR positives es van purificar mitjangant el kit

comercial [llustra GFX, seguint les instruccions del fabricant.

Components de la barreja de reaccié per a la PCR ‘

Aq_DnaB Aq_DnaB Aq_DnaB-CT Th_DnaB
sencera [1-439] sencera
DNA motlle 0.70 ng/ul 0,23 ng/ul 0,23 ng/ul 0.75 ng/ul
Ventg® 0.001 u/ul 0.001 u/ul 0.001 u/ul 0.001 u/ul
Fw primer 0.75 uM 0.7 uM 0.6 uM 0.625 uM
Rv primer 0.75 uM 0.7 uM 0.6 uM 0.625 uM
Barreja de ANTP 0.2 mM 0.2 mM 0.2 mM 0.2 mM
Mg SOq4 2 mM 4 mM 2 mM 3 mM
Volum reaccié 100 pl 100 ul 50 ul 100 pl

Taula M.3: Composicid de la barreja de reaccio de PCR per als quatre constructes.
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|
Parametres de reaccio de la PCR

Aq_DnaB Aq_DnaB Aq_DnaB Th_DnaB
sencera [1-439] CT sencera

Desnaturalitzacié inicial 4> a 94°C 2> a94°C 2> a94°C 4’ a 94°C
Nombre de cicles: 30 29 25 30

- Desnaturalitzacio 1’ a94°C 1’ a 94°C 1’ a94°C 1’ a95°C

- Annealing 1’ a 58°C 1’ a 60°C 1’ a 58°C 1’ a55°C

- Extensi6 2>30’a72°C | 2°30’a72°C | 2’ a72°C 2> a72°C

Extensio final 10’ a 72°C 10’ a 72°C 10> a72°C @ 10’ a72°C

Taula M.4: Parametres de reaccio de PCR per als quatre constructes.

4. Lligacio dels productes genics amplificats als vectors

d’expressio

Es varen seguir dues estrategies per generar els constructes d’expressio finals.
Per a Aq_DnaB es va realitzar un lligaci6 en dues etapes, a través d’un pas intermedi de
Iligacié a el vector de clonatge pGFPCR. En canvi, per a Th_DnaB, Aq_DnaB[1-439] i
Aq_DnaB-CT es va lligar directament el producte genic amplificat al vector d’expressio

heterodloga final.

4.1 Lligaci6 a través d’un vector de clonatge

Per a la proteina Aq_DnaB sencera, degut al baix rendiment de la reacci6
d’amplificacié del gen i a la disminucié de I’eficiencia de tall de 1’endonucleasa Ncol
quan es troba a menys de 20 bases de I’extrem del fragment de DNA, es va decidir
clonar primer el gen aillat per PCR al vector de clonatge pGFPCR 1, posteriorment, al
vector d’expressié definitiu. La Iligacié al vector pGFPCR presentava 1’avantatge de
tractar-se d’una lligacié entre fragments d’extrems roms i, per tant, no es necessitava la

digesti6 del producte de PCR.
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En el primer pas, el producte de PCR purificat es lligava directament al vector
pGFPCR en una reaccié de digesti6 i lligacié simultania. El vector pGFPCR contenia
una diana de tall per a I’endonucleasa Smal, la qual deixava extrems roms. El producte
de PCR també tenia extrems roms, doncs aquesta és una caracteristica de la polimerasa
Ventg. La lligasa present a la mescla catalitzava la reacci6 de lligacié entre els
fragments de DNA amb extrems roms. Quan el producte de PCR s’inseria al vector de
clonatge, es destruia la diana per Smal i aquest constructe ja no podia ser digerit de nou.
En canvi, els vectors relligats reformaven la diana i eren tallats de nou, de manera que

tornaven a quedar disponibles a la insercié del gen d’interes.

Addicionalment, el lloc d’inserci6 del fragment de PCR dins el vector pGFPCR
trencava el gen que codifica per la proteina de fluorescencia verda (GFP: green
fluorescence protein), de manera que les colonies transformades amb un vector positiu
pel clonatge no eren capaces de sintetitzar la proteina GFP i romanien blanques al ser
exposades a llum ultraviolada. Conseqiientment, al pas final d’aquest protocol de
lligaci6 es seleccionaren les colonies blanques i es comprova per digestié amb
I’endonucleasa Xbal, les dianes del qual flanquegen el lloc d’insercié del gen d’interes

al vector, que havien incorporat un insert de la mida correcta.

Subsegiientment, les colonies positives foren digerides amb les parelles
d’enzims de restricci6 incorporades durant 1’etapa de PCR al fragment génic amplificat i
el producte fou purificat a partir d’un gel d’agarosa. D’aquesta manera estava a punt per
una segona etapa de lligacid, aquesta vegada al vector d’expressio final, tal i com es

descriu al proxim apartat.

4.2 Lligacio6 al vector d’expressio

Per als constructes Aq_DnaB [1-439], Aq_DnaB-CT i Th_DnaB, es va seguir
una estrategia de lligacié directe al vector d’expressid, partint directament dels
productes de PCR purificats. Aquests foren incubats amb els enzims de restriccié que

permetrien la seva incorporacid en el sentit correcte al vector d’expressio, que també
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estava previament digerit amb els mateixos enzims. A la taula M.5 es mostra quin

vector d’expressio s’utilitza per cada proteina.

Constructe Vector d’expressio Dianes d’insercio

Aq_DnaB pET28a Ncol / Xhol
Th_DnaB pET27b 1 pET29a Ndel / Xmalll
Aq_DnaB-CT pET29a Ndel / Xhol
Aq_DnaB[1-439] pET29a Ndel / Xhol

Taula M.5: Vectors d’expressio i dianes de tall emprades per a cada constructe proteic.
La primera diana d’insercio és la de I'extrem 5’ del gen, la segona la de I'extrem 3.

Cal destacar que les parelles d’enzims de restriccié escollides tenien tampons de
reaccié compatibles per als constructes Aq_DnaB, Aq_DnaB[1-439] i Aq_DnaB-CT,
cosa que permetia la digestié doble de manera simultania. En canvi, per a Th_DnaB, els
enzims no eren compatibles i calia realitzar la digesti6 de manera seqiiencial, purificant
el DNA entre ambdues reaccions per tal d’eliminar el tampé del primer enzim, que

inactivaria el segon.

Les reaccions de digesti6 tant dels inserts com dels vectors es varen carregar
integrament a un gel d’agarosa a 1.2% 1 la banda corresponent als fragments de DNA
digerits va ser retallada del gel i purificada amb el kit Illustra GFX. Les mostres
purificades es varen quantificar per densitometria en gel, per a poder calcular la relacié

insert:vector (3:1 o 5:1) que s’empraria a la reacci6 de lligacio.

S’empra la lligasa de T4 i un volum de reaccié no superior als 20 ul per a tots els
casos. La barreja de lligacié s’incuba a temperatura ambient durant 2-3h i/o a 4°C
durant la nit (o/n). Un cop transcorregut el temps d’incubacid, es transforma el volum
total de reaccié a una soca d’E. coli de clonatge, en el nostre cas E. coli DH5a
competents. Aquesta soca no té cap resisténcia propia, de manera que només aquelles
cel-lules que havien incorporat el vector d’expressié podien créixer a una placa d’agar

LB suplementada amb 1’antibiotic al qual conferia resistencia el plasmidi.
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5. Cribatge dels clons positius

Es varen realitzar minipreparacions plasmidiques de les colonies obtingudes de
la 1ligacid 1 es comprova, mitjancant tecniques de PCR o de digesti6 amb enzims de
restriccid, que el vector havia incorporat el gen d’interes. Si es feia una PCR amb els
primers emprats al clonatge, els clons positius generaven una banda de la mida del gen
d’interes. Igualment, si es digeria la preparacié plasmidica amb els enzims de restriccid

emprats al clonatge, també es generava una banda de la mida de I’insert.

Es descartaren aquells clons corresponents a vectors relligats o que contenien un
insert de mida diferent a I’esperada. S’escolliren 2 clons positius per a cada constructe i
es van seqiienciar per tal de descartar la preséncia de mutacions a la cadena
nucleotidica. La seqiienciacié es va dur a terme al Servei de Seqiienciacié del CSIC (per

a Aq_DnaB i Th_DnaB) i a Macrogen Inc. (per a Aq_DnaB [1-439] 1 Aq_DnaB-CT).
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[I. EXPRESSIO HETEROLOGA DELS
DIFERENTS CONSTRUCTES DE DNAB
A ESCHERICHIA COLI

Un dels requisits imprescindibles per 1’estudi estructural de proteines mitjancant
les tecniques de cristal-lografia de raigs X és poder disposar de grans quantitats de
proteina (en 1’ordre de mil-ligrams) altament purificada. Aquest requisit fa gairebé
indispensable la utilitzaci6 de sistemes de sobreexpressid proteics, doncs sén molt rars
el cassos en que I’aillament de la font natural déna rendiments prou elevats per satisfer

les necessitats cristal-lografiques.

El sistema més comunament emprat per a I’expressié de la proteina d’interes
utilitza com a hoste productor la bacteria Escherichia coli. Aquest metode esta
especialment indicat en el cas de proteines bacterianes, que no requereixen subsegiients
modificacions posttraduccionals, doncs és el sistema més facil, rapid i econdomic.
Conseqiientment, donat que 1’helicasa DnaB és d’origen bacteria, s’utilitza per a totes

les proteines sobreexpressades en aquest treball.

A la figura M.1 és descriu esquematicament el funcionament d’un sistema de
sobreexpressio a E. coli a través de vectors d’expressio tipus pET amb promotors 77lac

(Dubendorff et al. 1991; Studier 1991), que ha estat el sistema escollit.

Existeixen multiples soques d’E. coli (DE3) amb caracteristiques especials per
tal d’afavorir I’expressié de proteines altament toxiques per a E. coli, proteines
procedents d’organismes amb un Us de codé diferent al d’E. coli, proteines que
presenten ponts disulfur i/o proteines poc solubles que necessiten 1’ajuda de xaperonines
per plegar-se correctament. La taula M.7 de l’apartat de materials sumaritza les
caracteristiques diferencials de les soques d’E. coli utilitzades per expressar les

proteines objecte d’interes d’aquest treball.
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Figura M.1: Funcionament de la sobreexpressio proteica mitjangcant vectors pET T7/ac a
soques d’ E. coli (DE3).

El sistema pET posa el gens d’interés sota control d’'un promotor de T7, que no és reconegut
per la polimerasa de RNA d’ E. coli. Per tant, per a la transcripcié del gen d’interés cal
proporcionar a la cél-lula hoste la polimerasa de RNA de T7. Per a aconseguir-ho, la
sobreexpressié es realitza en soques d’ E. coli lisbgenes per al bacteridfag DE3, les quals
porten incorporades al seu genoma una copia del gen de la polimerasa de T7 sota control del
promotor lacUV5, induible per IPTG (un analeg no hidrolitzable de la lactosa, inductor natural
dels promotors tipus /ac). En una situacié no induida, el repressor lac, produit a partir dels gens
lacl presents tant al genoma bacteria com al propi plasmidi, actua al promotor lacUV5 del
cromosoma de I'hoste per reprimir la transcripcio de la polimerasa de RNA de T7 per part de la
polimerasa de I'hoste i al promotor T7/ac del vector per bloquejar la transcripcié del gen diana
per part de qualsevol polimerasa de RNA de T7 que s’hagi sintetitzat basalment. Quan
s’afegeix IPTG al medi, aquest s’uneix al repressor /ac, provocant-li un canvi conformacional
qgue impossibilita la seva unié als promotors /ac. Conseqlentment, es produeix la sintesi de
polimerasa de RNA de T7, que al seu torn transcriura, a partir del promotor T7lac, el gen
d’interés del plasmidi d’expressio.

Finalment, s’inclou en aquesta secci6 un apartat addicional que compren
I’expressi6 de proteina recombinant amb els residus de metionina substituits per seleno-
metionina. Es tracta d’una tecnica especifica per cristal-lografia de proteines que permet
obtenir cristalls derivatitzats, que incorporen atoms de seleni a la seva xarxa cristal-lina,

utils per a la posterior determinaci6 de I’estructura tridimensional de la proteina.
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MATERIALS

A. GENERALS

Vectors d’expressio

Tots els vectors d’expressié emprats en aquest treball sén comercials, de la casa
Novagen, i utilitzen un promotor tipus T7lac per controlar 1’expressié de la proteina

d’interes. A la taula M.6 es mostren els tres vectors usats i les caracteristiques

especifiques de cadascun d’ells.

Resistencia | Promotor Diana tall
pET27b | 5,414 Kan T7lac pelB PE HSV-+His(x6)
pET28a | 5,369 Kan T7lac His(x6) Trombina His(x6)
pET29a | 5,371 Kan T7lac S Trombina His(x6)

Taula M.6: Caracteristiques dels vectors d’expressido emprats. Kan: kanamicina; T7/ac:
promotor dual per a la polimerasa de T7 controlat pel sistema lac; pelB: péptid senyal per a
I'expressid periplasmatica de la proteina d’interés; PE: peptidasa del péeptid senyal; S: proteina
de fusio S per augmentar la solubilitat de la proteina recombinant; HSV: proteina de fusié per
augmentar solubilitat; His(x6): oligopéptid de 6 histidines per ajudar en la purificacié mitjancant
cromatografies d’afinitat.

Medis de cultiu bacterians:

+ Luria Bernani (LB)
Medi ric amb la segiient formulacié per a un litre: 10 g de triptona, 5 g d’extracte
de llevat, 10 g de NaCl. El valor de pH s’ajusta a 7.0 i, finalment, el medi

s’esterilitza autoclavant-lo.
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¢ Terrific Broth (TB)
Medi ric amb la segiient formulacié per a un litre: 12 g de triptona, 24 g
d’extracte de llevat, 9.4 g de KH,PO41 2.2 g K;HPO,. Valor de pH ajustat a 7.2 i
autoclavat.
Es una formulacié més rica en nutrients que la del medi LB, cosa que permet
assolir majors densitats cel-lulars i, conseqiientment, aix0 pot afavorir la
produccié d’una major quantitat de proteina recombinant.

% Superior Broth™
Medi nutritiu de formulacié comercial, distribuit per la casa Athena Enzyme
Systems. Esta dissenyat per augmentar 1’expressio de proteines recombinants a
E. coli. La seva formulacié complexa proporciona una font de nitrogen,
vitamines i nivells de glucosa moderats a les cel-lules en creixement. Esta
tamponat a pH 7.2 £ 0.2 per prevenir ’acidificacié del medi deguda als
metabolits produits pel metabolisme de la glucosa de les bacteries.
Com aquest medi produeix densitats de creixement molt més altes que els medis
habitualment emprats per a cultius bacterians, de tres a quatre vegades superiors,
cal induir I'expressi6 de la proteina d’interes a valors de densitat Optica
d’aproximadament el doble dels que s’utilitzarien en cultius crescuts en medi

LB.

Solucions d’antibiotics

+¢ Solucié mare de kanamicina a 15 mg/ml.
Dissolt en aigua destil-lada i esterilitzat per filtraci6. Emmagatzematge a -20°C.

La soluci6 de treball és a 15 pg/ml.
+¢ Solucié mare de cloramfenicol a 34 mg/ml.

Dissolt en etanol i esterilitzat per filtraci6. Emmagatzematge a -20°C. La soluci6

de treball és a 34 pg/ml.
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¢ Soluci6 de mare tetraciclina a 5 mg/ml.
Dissolt en etanol i esterilitzat per filtraci6. Emmagatzematge a -20°C. La soluci6

de treball és a 12.5 pg/ml.

Solucio d'IPTG

Analeg no hidrolitzable de la glucosa que s’utilitza com a inductor de 1’expressi6
de la proteina d’interes en sistemes de sobreexpressié regulats per un promotor tipus
T7lac. Per a més detalls sobre el seu funcionament, consultar la introduccié d’aquest

apartat.

Tampo6 PBS (phosphate buffered saline)

Tampé de resuspensié cel-lular i extraccié de proteines estandard, ampliament

utilitzat en biologia molecular.
La seva formulacié per a un volum final d’un litre és: 8 g de NaCl, 0.2 g de

Na,HPOy,, 1.44 g de KH,PO,. El valor de pH s’ajusta a 7.4 i la solucié s’esterilitza a

I’autoclau.

Soques bacterianes d’expressio

Les multiples soques d’Escherichia coli emprades en aquest treball, aixi com el
seu genotip i les seves caracteristiques fenotipiques més rellevants, es descriuen a la

taula M.7.

Totes sén soques comercials de les cases Invitrogen, Novagen i Stratagene.
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Soca Bacteriana
Genotip
BL21
B F ompT hsdSs(rs” mg-) gal
dem
BL21(DE3)
B F ompT hsdSy(ry” mp-) gal
dem M(DE3)
BL21(DE3)pLysS
B F ompT hsdSg(rs” mp-) gal
dem MDE3) [pLysS Cam']

BL21 Star™
B F dem ompT hsdSg(rg” mg-)
gal MDE3) rnel31

Tuner™ (DE3)
F ompT hsdSg (rs” mg") gal dcm
lacY] MDE3)

Origami™ B

F ompT hsdSg(rs” mg) gal dem
lacY1 ahpC MDE3) gor522::
Tn10 trxB (Kan', Tet")

Origami™ B (DE3)pLysS

F ompT hsdSg(rs” mg) gal dem
lacY1 ahpC MDE3) gor522::
Tnl0 trxB [pLysS] (Cam®, Kan®,
Tet®)

Rosetta™ (DE3)
B F ompT hsdSg(rs” mg’) gal dem
A(DE3) [pRARE Cam']

Rosetta(DE3) [pLysS]

F ompT hsdSg(Rg” mp’) gal dcm
MDE3) [pLysSRARE Cam']
Rosetta-gami B

F dem ompT hsdSg (t5” mg™) gal
lacY1 ahpC A (DE3)
gor522::Tnl0 trxB [pRARE
(Cam', Kan', Tet")]
BL21-CodonPlus®(DE3)-RIL
B F- dem+ ompT hsdS(rg mg.)
Tet" gal MDE3) endA Hte [argU
ileY leuW Cam']
BL21(DE3)[pT-groE]

B F- dem ompT hsdS(rB- mB)gal
MDE3)[pT-groE Cam']

Caracteristiques fenotipiques principals

Aquesta soca €s deficient en les proteases lon i omp T, cosa que la fa apropiada per 1’expressio

heterologa de proteines no toxiques.

Soca derivada de BL21. Conté el lisogen DE3, el qual porta el gen de la RNA polimerasa de T7
(sota el control del promotor lacUVS5) i el lacl’. Adequada per a I’expressié de proteines a partir de
vectors tipus pET.

Soca derivada de BL21(DE3). El plasmidi pLysS codifica pel lisozim de T7, un inhibidor de la
polimerasa de T7 que redueix i gairebé elimina 1’expressio a nivell basal del gen d’interes abans de
I’ induccid. Per tant, aquesta soca és apropiada per a I’expressio heterologa de proteines toxiques.
Soca derivada de BL21(DE3). La RNA polimerasa de T7 sintetitza mRNA més rapidament que les
polimerases de RNA d’ E. coli, de manera la transcripci6 procedent del promotor de T7 no esta
acoblada a la traducci6 a E. coli. Aixo produeix transcrits de mRNA que no es troben protegits per
ribosomes i, conseqiientment, estan subjectes a la degradacié enzimatica per part de RNases
endogenes. Aquesta soca esta mutada al gen rne (que codifica per la RNasa E), una de les
principals fonts de la degradacié de mRNA, de manera que es millora I’estabilitat dels transcrits de
mRNA i, conseqiientment, 1’expressié de proteina de vectors amb promotors de T7 pot
incrementar-se.

Derivada de la soca BL21(DE3). Mutada al gen de la permeasa lac (lacZY). Aquesta mutacié
permet una entrada uniforme de I'IPTG a totes les cel-lules del cultiu, cosa que produeix un nivell
d’induccié uniforme depenent de la concentracié d’IPTG. Ajustant la concentracié d’IPTG es pot
regular I’expressi6 des de nivells molt baixos fins als nivells robustos totalment induits. Nivells
d’expressi6 baixos poden millorar la solubilitat i I’activitat de proteines dificils.

Soca derivada de Tuner™ (DE3). Té mutacions als gens de la reductasa de thioredoxina (t7xB) i de
la reductasa de glutati6 (gor), les quals faciliten enormement la formaci6 de ponts disulfur al
citoplasma. Per reduir la formacié de ponts disulfur intermoleculars inespecifics, només es
recomana aquesta soca per proteines que necessitin la formaci6 de ponts disulfur per a plegar-se
correctament. Combina les caracteristiques favorables dels hostes BL21(DE3), Tuner™ i Origami
en un sola soca.

Soca derivada de Origami™ B, que incorpora addicionalment el plasmidi pLysS.

Derivada de la soca BL21(DE3). Ha estat dissenyada per millorar I’expressié de proteines
eucariotes que contenen codons rars per a E. coli. Aquesta soca proporciona els tRNAs pels codons
AGG, AGA, AUA, CUA, CCC i GGA en un plasmidi compatible resistent a cloramfenicol,

2 <

proporcionant aixi una traducci6 “universal” que d’altra manera estaria limitada per 1’s de codé E.

coli. Els gens dels tRNAs estan sota el control dels seus promotors natius.

Soca derivada de Rosetta™ (DE3), que incorpora addicionalment el plasmidi pLysS.

Derivada de la soca Origami™ B. Combina una formacié facilitada de ponts disulfur al citoplasma
gracies a les mutacions a frxB/gor amb una expressio millorada de proteines eucariotiques que
contenen codons rars per E. coli, doncs proporcionen els tRNAs per AGG, AGA, AUA, CUA,
CCC, GGA.

Soca derivada de BL21 (DE3). Conté copies extra dels gens dels tRNAs d’ E. coli argU, ileY, i
leuW. Els tRNAs codificats per aquests gens reconeixen, respectivament, els codons AGA/AGG
(arginina), AUA (isoleucina) i CUA (leucina).

Soca derivada de BL21(DE3). La presencia del plasmidi pT-groE confereix majors possibilitats
d’un plegament proteic correcte gracies a la co-expressio de les xaperonines GroESL.

Taula M.7: Caracteristiques genotipiques i fenotipiques de les soques d’expressié d’E.
coliemprades en aquest treball.
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B. ESPECIFICS PER PRODUIR PROTEINA AMB
SELENOMETIONINA

Solucions:

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Solucié d’aminoacids a 250 mg/ml (5X).

Es prepara dissolent en 80 ml d’aigua doblement destil-lada 100 mg de cadascun
dels segiients 18 aminoacids: Ala, Arg, Asn, Asp, Cys, Gln, Glu, Gly, His, Ile,
Leu, Lys, Phe, Pro, Ser, Thr i Val.

A part, es dissolen 100 mg de Tyr i Trp en 400 ml d’aigua tamponada amb
fosfat. Cal afegir lentament HCL 1M mentre es manté la solucié en agitaci6 fins
que aquests dos aminoacids es dissolguin completament.

Un cop preparades ambdues solucions, es barregen i1 s’enrasen a 400 ml.

La soluci6 s’esterilitza per filtraci6 a través d’un diametre de porus de 0.22 pm.

Solucié d’aminoacids repressors a 250 mg/ml (5X).
Esterilitzada per filtracié. Per a 6 ml de solucid, afegir 100 mg de cadascun dels

aminoacids Thr, Lys i Phe, i 50 mg de cadascun dels aminoacids Ile, Leu i Val.

Solucié 20% (p/v) de glucosa.

Esterilitzada preferiblement per filtracid.

Solucié 1M de MgSO,.

Autoclavada.

Solucio 1M de CaCls,.

Autoclavada.

Soluci6 de tiamina a 10 mg/ml.

Esterilitzada per filtracio.
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¢ Soluci6 de biotina a 5 mg/ml.
Esterilitzada per filtracid. Per tal de que es dissolgui, cal dissoldre primer els mg
de biotina necessaris en la meitat de volum, afegir IM NaOH mentre es manté la
solucié en agitacié fins que aquesta es torni transparent, i llavors ajustar al

volum final.

¢ Soluci6 de SeMet a 60 mg/ml.
Esterilitzada per filtraci6. Normalment cal afegir alguna gota de 10M NaOH per

ajudar a la solubilitzacio.

Medis de cultiu bacterians:

s Medi M9
Medi de cultiu minim, esterilitzat amb 1’autoclau. Els ingredients per a un litre
de medi 10X sén: 80 g de NayHPO,, 40 g de KH,PO4, 5 g de NH4Cl i 5 g de
NaCl.

% Medi TES
Es una solucié d’elements traca, que s’esterilitza per filtracié. La formulaci6
d’un litre de medi 100X és de:

- 5 g de EDTA (dissoldre en 800 ml d’aigua destil-lada 1 ajustar el pH a
7.5, després afegir la resta de components del medi. Es important fer-ho
aixi per garantir la solubilitzacié de tots els components.)

- 0.83 gde FeCl; x 6 H,O

- 84 mgde ZnCl,

- 13 mgde CuCl;x 2 H,O

- 10 mg de CoCl;, x 6 H,O

- 10 mg de H3BO;

- 1.6 mg de MnCl, x 6 H,O
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METODES

1. Proves d’expressio a petita escala.

L’objectiu d’aquestes proves era comprovar l’expressié total de la proteina
d’interes per part dels diferents clons positius obtinguts a I’etapa de clonatge, per aixi
descartar aquells que no produien la proteina desitjada i/o seleccionar aquells que tenien

uns nivells més alts de sobreexpressio.

El vector d’expressié que contenia el gen d’interés era transformat per xoc
termic a la soca bacteriana escollida. S’escollien colonies aillades per inocular tubs
d’assaig amb 4 ml de medi de cultiu LB, suplementat amb I’antibiotic adequat per a
cada constructe. Els cultius eren incubats a 37° C en agitacié a 250 rpm fins que
assolien una densitat optica a 600 nm de 0.5, moment en que s’induia I’expressié de la

proteina recombinant addicionant IPTG a una concentraci6 final de 2 mM.

Per tal de monitoritzar la sobreexpressio proteica al llarg del temps, es recollien
aliquotes de 200 pl del cultiu bacteria a diferents intervals, comencant pel moment en
que s’induia el cultiu. Les mostres recollides es centrifugaven a 4000 g per separar les
cel-lules del medi de cultiu. Posteriorment, es resuspenia el pellet cel-lular en tampd
PBS i es sotmetia la soluci6 resultant a cicles de congelacié-descongelacié per trencar
les cel-lules 1 alliberar les proteines. Es tornava a centrifugar la mostra 1 el sobrenedant

es carregava a un gel SDS-PAGE per tal d’analitzar les proteines presents.

Les condicions d’expressié d’aquestes proves a petita escala eren astringents pel
que fa a la temperatura i la concentracié d’agent inductor, ja que només interessava
determinar si la proteina recombinant era o no expressada, no optimitzar-ne la seva
recuperacié en forma soluble. Al emprar condicions astringents, aquestes proves es
podien fer en temps molt curts (normalment poques hores de sobreexpressid) 1 aixi les
primeres valoracions sobre I’expressié d’un determinat constructe s’obtenien molt

rapidament.
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2. Proves d’expressio pilot a mitjana escala

Per determinar les condicions d’expressié en que s’obtenia una major quantitat
de proteina soluble, es duren a terme proves d’expressi6 pilot emprant combinacions de
diferents soques bacterianes, medis de cultiu, concentracions d’inductor, temperatura
d’induccié 1 durada d’aquesta. Addicionalment, es varen testar diferents moments
d’induccid, a valors de DOgq entre 0.4 i 0.6 unitats. Per a una major claredat, aixi com
per evitar repeticions, les combinacions especifiques provades per a cadascuna de les
quatre proteines que s’han expressat en aquest treball es descriuen a 1’apartat de

resultats.

Aquestes proves d’expressié a escala pilot tenien en comud un volum de cultiu de
200 ml 1 el protocol de determinacié de la fraccié proteica recuperada en la forma
soluble vers la recuperada de manera insoluble. Es va descartar fer proves emprant
volums de cultiu més petits, doncs els resultats obtinguts eren rarament escalables a les

expressions a gran escala.

El protocol s’iniciava transformant per xoc termic el vector que contenia el
constructe a testar a la soca bacteriana escollida. Tots els medis de cultiu es
suplementaven amb I’antibiotic per al qual conferia resistencia el constructe utilitzat. Es
picava una colonia aillada amb la nansa de Kolle per utilitzar-la d’indcul per a un cultiu
de 4 ml en medi LB, que servia de precultiu. Aquest precultiu es creixia a 37° C i en
agitacio a 250 pm o/n. L’endema, s’inoculava el precultiu de nit a un cultiu de 600 ml
de medi LB, el qual es creixia a 37°C i agitacié a 250 rpm fins que aquest assolia una
DOgpo = 0.5. Es refredava el cultiu fins a la temperatura d’expressié (si s’esqueia) 1
s’induia amb la concentraci6 d’IPTG escollida. Es mantenia la sobrexpressi6 a la
temperatura desitjada i en agitacié durant el temps escollit, agafant aliquotes a diferents
intervals. Finalment, els cultius es treien dels incubadors i es recuperaven les cel-lules

per centrifugacio.

La taula M.8 descriu esquematicament el protocol emprat per determinar la
fracci6 de la proteina total expressada de manera soluble sota les condicions d’expressid

testades.
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Agafar, en condicions d’esterilitat, una mostra de 25 ml de cultiu

Centrifugar 20’ a 4000g per pelletejar les cel-lules
Resuspendre el sobrenedant en 1ml de tamp6 de resuspensiod
Afegir-hi DNAsa 1 inhibidors de proteases

Trencar les cel-lules per sonicaci6

Centrifugar 30’ a 40.000g

AN NN N Y NN

El sobrenedant representa la fraccié soluble 1 el pellet les restes cel-lulars
juntament amb les proteines expressades de forma insoluble.
v’ Carregar una mostra de sobrenedant i pellet en un gel SDS-PAGE per

comparar

Taula M.8: Protocol per a la determinacioé de la fraccié expressada de manera soluble.

3. Sobreexpressio a gran escala

Un cop determinades les condicions optimes per a 1’expressié de cadascun dels
constructes, calia realitzar 1’expressié a major escala per tal d’obtenir una quantitat de

proteina suficient per a la subsegiient etapa de cristal-litzacio.

L’escalat de I’expressi6 es feia en flascons Erlemmeyer de 2 1 amb solcs a la
seva base 1 omplerts només amb 600 ml del medi d’expressié escollit, per aixi assegurar
una bona oxigenacio. Els cultius es creixien a 37° C 1 250 rpm fins assolir la densitat
optica desitjada, moment en el qual s’atemperaven, s’induien amb la concentracid
d’IPTG previament determinada i s’incubaven a la temperatura d’expressié durant el

temps adequat.

Un cop finalitzada I’expressio, les cel-lules es separaven del medi de cultiu per
centrifugacié a 4500 g durant 30 minuts. El pellet cel-lular resultant bé es congelava
rapidament per submersio en nitrogen liquid i s’emmagatzemava a -80° C fins a la seva
utilitzacid, o es resuspenia en tampd de resuspensio cel-lular per al seu processament

immediat.
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4. Expressio de proteina amb selenometionina

A continuaci6 es descriu en detall com es va preparar proteina derivatitzada amb
selenometionina emprant una soca d’E. coli no auxotrofica, és a dir, la utilitzada
normalment per I’expressié de la proteina nativa. Els primers protocols desenvolupats
per marcar les proteines amb selenometionina aconsellaven la utilitzacié d’una soca
auxotrofica per metionina (Doublie 1997), perd aquest requisit s’obvia, doncs amb el
protocol presentat a continuacié també s’assolien alts indexs d’incorporacié de SeMet i
la utilitzaci6 d’una soca normal permetia que el creixement bacteria fos més rapid.
Aquest protocol estava optimitzat -en quan a concentracié d’inductor, temperatura i
durada de la sobreexpressié- per a 1’expressié de les proteines Aq_DnaB sencera i

Aq_DnaB [1-439].

4.1 Consideracions previes

El primer dia calia preparar minicultius bacterians que servirien d’inocul, tants
com flascons de cultiu es volguessin emprar en la sobreexpressié a gran escala. Per cada
minicultiu, calia picar una colonia aillada a un tub amb 4ml de medi LB suplementat

amb I’antibiotic adequat. Aquests minicultius es creixien a 37° C o/n.

Igualment, era important tenir preparades i autoclavades totes les solucions
especifiques per a aquest protocol, descrites a materials, aixi com autoclavar els flascons
Erlemmeyer que es volien utilitzar per 1’expressi6é amb 400 ml d’aigua MiliQ a

cadascun.

4.2 Protocol

Per assolir un volum de medi de cultiu final de 600 ml, calia afegir a cada flasco:
- 120 ml de solucié d’aminoacids (5X) filtrada. Si s’observava precipitat a aquesta
solucid, s’escalfava a 60-70° C durant menys de 5 minuts i s’agitava fins que es

redissolessin els precipitats.
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60 ml de medi M9 (10X) autoclavat

6 ml de medi TES (100X) filtrat

12 ml de soluci6 de glucosa 20% (p/v) autoclavada

0.6 ml MgSO, 1M autoclavat

0.18 ml CaCl, 1M autoclavat

1.2 ml biotina a Smg/ml filtrada

0.6 ml tiamina a 10 mg/ml filtrada

0.12 ml SeMet a 50 mg/ml

els ml adequats de I’antibidtic corresponent a la resisténcia incorporada al

plasmidi d’expressio

Un cop preparats, s’inoculava cada Erlemmeyer amb un precultiu de 4 ml

crescut o/n. Era convenient eliminar el medi LB en que s’havien crescut aquestes

cel-lules per centrifugacid, resuspendre el pellet cel-lular en medi M9 1 fer servir

aquesta solucié com a inocul.

Els cultius es creixien a 37° C i agitacid fins que assolien una DOgg = 0.5-0.6,

moment en que es refredaven a temperatura ambient abans d’afegir, preservant les

condicions d’esterilitat, a cada flascé de cultiu:

3.6 ml de la soluci6 d’aminoacids repressors de la sintesi de metionina.
0.6 ml de la solucié de SeMet a 50 mg/ml

6 ml de glucosa 20% (p/v)

60 ml de soluci6é d’aminoacids (opcional)

0.6 ml de biotina a 5Smg/ml

0.3 ml de tiamina a 10 mg/ml

S’incubaven lIs cultius durant 30-40 minuts a 17° C 1 220 rpm per esgotar la

metionina intracel-lular i després s’induia 1’expressié de la proteina d’interes afegint

100 wl &’ IPTG 1M.

Els cultius induits s’incubaven a 17° C i 220 rpm durant 5 dies tenint cura de

suplementar els cultius d’acord amb la segiient pauta:

al cap d’un dia i mig: amb 6 ml de glucosa a cada Erlemmeyer
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- al cap de tres dies: amb 6 ml de glucosa, 0.6 ml de biotina, 0.3 ml de tiamina i

0.5 ml de Se-Met

Finalment, s’efectuava la recol-leccié de les cel-lules per centrifugacid i es
purificava la proteina derivatitzada amb SeMet de la mateixa manera que la proteina

nativa.

122



[1I. PURIFICACIO DE LES PROTEINES
D’INTERES

Per a realitzar les proves de cristal-litzacid, es convenient obtenir una mostra de
proteina amb un grau de puresa minim d’un 95 % (determinat a partir de gels SDS-
PAGE tenyits amb el colorant blau de Coomassie) i homogenia (sense preséncia
d’agregats o diferents estats oligomerics). Per a complir aquests requisits és necessari
dissenyar i optimitzar protocols de purificacié especifics per a cadascuna de les

proteines estudiades.

El procés de purificacié es pot dividir en tres etapes basiques: la captura de la
proteina d’interes, la seva purificacié preliminar i I’etapa final de poliment (polishing).
Normalment, també s’inclou dins del protocol de purificacié el procés inicial
d’extraccio i clarificaci6, durant el qual s’obté 1’extracte cel-lular cru (propi del sistema
d’expressié emprat) 1 s’eliminen de la mostra la materia particulada 1 altres

contaminants que no son compatibles amb les tecniques cromatografiques.

L’objectiu basic de I’etapa de captura és separar rapidament la proteina d’interes
de les proteases cel-lulars presents a la mostra inicial, per tal d’evitar al maxim la
degradaci6 de la proteina d’interes, alhora que aquesta és concentrada i1 estabilitzada.
Durant I’etapa de purificacié preliminar 1’objectiu és eliminar la major part de les
impureses presents a I’extracte inicial, ja es tracti d’altres proteines, acids nucleics o
endotoxines cel-lulars. Finalment, a I’etapa de poliment 1’objectiu €s assolir la maxima
puresa eliminant qualsevol traga d’impureses que encara es trobin presents a la mostra,

aixi com substancies relacionades amb la proteina que es vol purificar.

La purificaci es realitza en varies etapes cromatografiques successives, durant
les quals es combinen les diferents tecniques de separacié de proteines existents, doncs
cadascuna d’elles separa en funcié d’una caracteristica concreta de la proteina d’interes.

Per tal de maximitzar el rendiment final de la purificacid, cal minimitzar el nombre de
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passos de purificacié emprats, doncs a cadascun és perd inevitablement una part de la

proteina diana.

En aquest treball, per a la purificacié intermedia i el poliment final de les
diferents formes de 1’helicasa DnaB estudiades, s’empra la cromatografia de bescanvi
10nic, que permet separar les diferents proteines presents a una mostra en funcié de la
seva carrega superficial neta al pH de treball, i la cromatografia de filtraci6 en gel, que
permet separar en funcié del volum aparent de la proteina. A les figures M.2 i M.3
s’esquematitza, respectivament, el procés de separacié en una cromatografia de
bescanvi ionic 1 de gel filtracié. Per a ’etapa de captura no s’utilitza cap tecnica
cromatografica, sind un tractament de xoc termic on s’aprofitava que les proteines
d’interes son termofiles i han estat sobreexpressades en un organisme mesofil i, per tant,

la resta de proteines presents a 1’extracte inicial no sén resistents a les temperatures

altes.
A) | B)
matriu - @ proteines
‘“x& L ™ amb
. carrega
e 8 positiva
grups -
ibnics T proteines
carregats . . amb
positivament & s cdrrega
5 . positiva
o neutra

Figura M.2: Principis del bescanvi anionic. A) S’empra un intercanviador anionic, és a dir,
una matriu amb grups carregats positivament. Inicialment, s’equilibra la columna amb un tampo6
de baixa forga idnica, el pH del qual s’escull en funcié de la proteina d’interés. B) S’aplica la
barreja proteica a la columna. Les proteines que presenten una carrega neta superficial
negativa (pH treball > pl), estableixen interaccions reversibles amb els grups carregats de la
matriu i queden retingudes a la columna. Les proteines amb carrega neutre o positiva (pH
treball < pl), s’elueixen. C) S’aplica un gradient de forga idnica creixent per a provocar I'elucié
de les proteines unides a la matriu. A mesura que la forga idnica augmenta, els contraions del
tampd competeixen cada vegada més fortament per les carregues de la matriu amb les
proteines unides. D) A mesura que la forga idnica augmenta, les proteines amb menor carrega
neta al pH de treball s’elueixen en primer lloc. E) Les proteines amb major carrega neta
necessiten forces ioniques més elevades per eluir-se, doncs es troben més fortament
retingudes per la columna. Com la relacié entre la carrega superficial neta i el pH de treball és
Unica per a cada proteina, aquesta técnica permet una elucié diferencial de les diferents
proteines unides. Es sol escollir un pH de treball al qual la proteina d’interés quedi retinguda a
la reina i s’elueixi aproximadament a la meitat del gradient sali. Els mateixos principis
s’apliquen pel bescanvi cationic, perd amb matrius carregades negativament, que uneixen
proteines amb carrega neta positiva.
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Figura M.3: Procés de gel filtracio (exclusié molecular). A) Una matriu per a cromatografia
d’exclusié molecular esta formada per particules poroses esfériques inerts, que s’empaqueten
dins la columna i sén posteriorment equilibrades amb tamp6. El tampd omple tant els porus de
la matriu com I'espai entre les particules que la formen. B) La mostra s’aplica a la columna. C)
El tampo i la mostra es mouen a través de la columna. Les molécules presents a la mostra es
difonen a través de la matriu en funcioé de la seva mida. Les molécules més grosses que els
porus de la matriu no poden difondre’s cap a l'interior d’aquests, passen a través dels espais
entre particules i sén eluides rapidament. Les molécules petites es difonen completament cap a
l'interior dels porus i son retardades. Les molécules de mida intermedia poden difondre o no a
l'interior dels porus i sén retardades en menor mesura. D) Com existeixen multiples capes de
particules poroses que poden retardar o no les molécules en funcié de la seva mida, a mesura
que el tampo passa a través de la columna es produeix un retard diferencial dels components
de la barreja proteica inicial. Els components de major pes molecular sén eluits primer.
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MATERIALS

Inhibidors de proteases.

S’empra la barreja comercial d’inhibidors de proteasa Complete® de la casa
Roche. Es distribueix en forma de pastilles solubles en medi aqués que contenen un
coctel d’inhibidors de proteases efectius contra proteases de serina, proteases de
cisteina, metal-loproteases 1 calpaines. Esta especialment indicat per extractes cel-lulars.
La concentracié final dels inhibidors dissolts en 50ml de tampd és la segiient:
quimiotripsina 1.5 pg/ml, termolisina 0.8 pug/ml, papaina 1 mg/ml, pronasa 1.5 pg/ml,

extracte pancreatic 1.5 ug/ml i tripsina 0.002 pg/ml.

Solucio de DNasa.

Solucié mare a 2 mg/ml en aigua destil-lada emmagatzemada a -20° C.

Membrana de dialisi:

S’utilitzaren les membranes de cel-lulosa regenerada SpectrafP0r®, de la casa

SpectrumLabs, d’'un MWCO entre 12.000 i 14.000 Daltons.

Concentradors

Els sistemes emprats en aquest treball concentren per ultrafiltracié de la mostra a
través d’'una membrana de cel-lulosa regenerada quan el sistema es sotmet a
centrifugacié. La for¢a centrifuga condueix el solvent 1 els soluts de baix pes molecular
a través de la membrana, mentre que els macrosoluts (mida superior al diametre de
porus de la membrana de cel-lulosa) sén retinguts i van incrementant progressivament la
seva concentraci6. Un parametre important d’aquest metode de concentracid és el
NMWL (nominal molecular weight limit), doncs els soluts més grans d’aquest valor

queden retinguts pel filtre.
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S’empraren 3 tipus diferents de concentradors, depenent dels volums inicial i

finals amb els quals es treballava:

% Centriprep YM-30 i YM-50. (NMWL de 30.000 i 50.000, respectivament). De
la casa Millipore. Especial per mostres biologiques amb molts soluts, és a dir,
quan ens trobem en les primeres etapes de purificacié. Per a volums inicials

d’entre 51 15ml, amb un volum final de la mostra concentrada de 2 ml.

< Centricon Ultracel® YM-10, YM-30, YM-50 (NMWL de 10.000, 30.000 i
50.000, respectivament). De la casa Millipore. Volum inicial maxim: 2 ml.

Volum final: 0.5ml.

< Microcon Ultracel® YM-30 (NMWL de 30.000). De la casa Millipore. Volum
inicial maxim: 500 pl. Volum final: 5-15 ul

Columnes de cromatografia liquida (FPLC)

Totes les columnes emprades sén comercials 1 s’utilitzaren acoblades a sistemes
de purificacié automatics AKTA (models Basic, Explorer i Purifier) controlats
mitjancant el software UNICORN. Tant les columnes com els sistemes sén de la casa

GE Healthcare. A la taula M.9 es resumeixen les caracteristiques funcionals de les

columnes.

Hitrap Q XL 5ml Bescanvi Captura/Intermedia | Proteines pI>pHeban

Hitrap S XL 5ml Bescanvi Captura/Intermedia | Proteines pI<pHiepan
Superose 6 10/300 GL | Gel filtraci6 Intermedia/Final 50 — 600 KDa
Superdex 200 10/300 GL | Gel filtracié Intermedia/Final 10 — 600 KDa

Taula M.9: Caracteristiques funcionals de les columnes cromatografiques emprades. Es
detalla la técnica cromatografica que utilitzen i I'etapa de purificacié per la qual es recomana el
seu Us, aixi com el seu rang de separacié caracteristic, segons el punt isoeléctric de la proteina
per les columnes de bescanvi idnic i segons el pes molecular en les de gel filtracio.
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METODES

1. Determinacio del tampo de resuspensio cel-lular optim

El primer tamp6 de resuspensioé cel-lular (I1) utilitzat es va formular d’acord
amb allo descrit a la bibliografia preévia d’expressié i purificacié de la proteina DnaB
tant d’E. coli (Arai et al. 1981a; Fass et al. 1999) com del termofil Thermus aquaticus
(Kaplan 2000). La composicié d’aquest tamp0 inicial era la segiient: 50 mM Tris pH 7.6
10 % (p/v) sacarosa 150 mM NaCli 5 mM EDTA.

Posteriorment, per tal d’intentar millorar la solubilitat proteica de la proteina
recombinant, es van dissenyar un conjunt de tampons amb diferents valors de pH, forca
ionica 1 presencia d’agents desnaturalitzants (urea a diferents concentracions) o
solubilitzadors (diferents tipus de detergents), amb I’objectiu de determinar
experimentalment la composicié Optima del tampd d’extraccié i decidir si calia fer
canvis al tamp¢ inicial. La taula M.10 mostra els diferents tampons testats. Aquestes
proves d’optimitzacid es van dur a terme pels constructes només per tres dels

constructes amb que s’ha treballat: Aq_DnaB, Aq_DnaB CT i Th_DnaB.

Per a les proves de solubilitat s’utilitzaren mostres de 25 ml de cultiu bacteria
procedents de cultius crescuts 1 induits sota les mateixes condicions. Aquestes mostres
eren processades tal i com es descriura en el protocol de purificacié per al constructe
Aq_DnaB (apartat 3.1), pero només fins arribar a 1’etapa de tractament térmic. En
aquest punt, es parava la purificacié i es carregaven mostres equivalents de la fraccié
soluble i de la insoluble en gels SDS-PAGE, els quals eren posteriorment tenyits amb el
colorant blau de Coomassie per tal de valorar a quina fracci6 es trobava majoritariament
la proteina d’intereés i en quina proporcid. Per tal d’obtenir uns gels amb les bandes
proteiques més ben definides, era convenient netejar les mostres de pellet de possibles
restes lipidiques amb acetona segons els segiient protocol: afegir 2 ml d’acetona,
vortexar, congelar o deixar 15° en gel, centrifugar 5’ a 30.000 g i eliminar 1’acetona

pipetejant.
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PH1: 50 mM Na Acetate pH 5, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA
PH2: 50 mM MES pH 6, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA

PH3: 50 mM Tris pH 7, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA,

PH4: 50 mM Tris pH 8, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA,

PHS5: 50 mM Tris pH 9, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA

S1: 50 mM Tris pH 7.6, 0.1 M NaCl, 5 mM EDTA

S2: 50 mM Tris pH 7.6, 0.5 M NaCl, 5 mM EDTA

S3: 50 mM Tris pH 7.6, 1 M NaCl, 5 mM EDTA

S4: 50 mM Tris pH 7.6, 0.1 M KCI, 5 mM EDTA

S5: 50 mM Tris pH 7.6, 1 M KCIL, 5 mM EDTA

U1: 50 mM Tris pH 7.6, 0.5 M Urea, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA
U2: 50 mM Tris pH 7.6, 1 M Urea, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA
U3: 50 mM Tris pH 7.6, 2 M Urea, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA
U4: 50 mM Tris pH 7.6, 3 M Urea, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA
US: 50 mM Tris pH 7.6, 4 M Urea, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA
U6: 50 mM Tris pH 7.6, 5 M Urea, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA
D1: 20mM Tris pH 7.6, 50 mM NacCl, 0.2% (p/v) NP 40

D2: 20mM Tris pH 7.6, 50 mM NaCl, 0.2% (p/v) triton X-100
D3: 20mM Tris PH 7.6, 50 mM NaCl, 0.2% (p/v) Tween-20

D4: 20mM Tris pH 7.6, 50 mM NaCl, 0.2% (p/v) dodecil maltosid

Taula M.10: Composicio dels tampons d’optimitzacié de la solubilitat de la proteina
d’interés durant I’extraccid. Es designen amb el prefix PH aquells que testen diferents valors
de pH; amb S els de diferent forga ionica; amb U els de diferent concentraci6é d’urea i amb D els
que contenen detergents.

2. Determinacio del protocol de xoc termic optim

Per realitzar un tractament de xoc termic adequadament és convenient treballar
amb tampons de fosfat, doncs aquests presenten un canvi molt petit en el seu pH com a
conseqiiencia de canvis en la temperatura de treball, a diferéncia dels tampons basats en
Tris que poden arribar a presentar variacions de varis punts. Conseqiientment, en aquest

treball s’empraren tampons de fosfat de potassi.
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Partint d’un cultiu de 200 ml, es van realitzar varies aliquotes de 2 ml, cadascuna
de les quals es va sotmetre a un tractament de xoc térmic amb una combinacié de
temperatura 1 temps diferent (consultar taula M.11). Es va fer un duplicat de cada

condicio.

X X X X X X

_____ X X X X X X X X |
X | X X X X X X X | x|
X | X X X X X X X | X |
X X X X X X X X |
X | X X X X X X - |

Taula M.11: Combinacions de temperatura i durada de les proves d’optimitzacié de
I’etapa de xoc térmic. En horitzontal es mostren les 9 temperatures diferents provades i en
vertical els 6 temps. Es marquen amb una creu les combinacions que es varen testar. Les no
marcades no es varen provar perqué eren massa suaus o massa extremes.

Per a la proteina Aq_DnaB sencera, que va ser la primera amb que es va
treballar, es van testar dos tampons diferents per al protocol de xoc teérmic, amb
preseéncia o abseéncia de clorur de magnesi. Per a tots els altres constructes es van emprar

sempre tampons amb clorur de magnesi.

Per a la forma Aq_DnaB[1-439], addicionalment es va testar un protocol de xoc
termic doble, durant el qual primer es sotmetia la mostra a un tractament termic suau
(menys de 60°C), es separaven les proteines que es mantenien solubles de les
precipitades per centrifugacié a 30.000 g durant 30 minuts, i seguidament es realitzava

un segon xoc termic més astringent.

3. Protocol de purificacio

A continuacio es descriuen els protocols de purificacié aplicats finalment per a
cadascuna de les proteines sobreexpressades en aquest treball: Aq_DnaB sencera,

Aq_DnaB [1-439], Aq_DnaB-CT i Th_DnaB sencera.
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Per a la proteina DnaB d’A. aeolicus sencera i la forma curta d’aquesta, el
protocol era molt similar, doncs el segon es va basar en el primer, fent les modificacions
pertinents en quant a temperatura 1 durada del xoc termic. Conseqiientment, la

purificacié d’ambdues proteines es descriura en un mateix apartat.

Per contra, els protocols de purificacié per al domini C-terminal d’Aq_DnaB i
la DnaB sencera de 7. maritima presentaven diferencies importants i es descriuran en

apartats propis.

3.1 Purificacié d’Aq_DnaB i d’Aq_DnaB[1-439]:

Aquest protocol constava d’una etapa de captura inicial mitjangant tractament
termic i dues etapes cromatografiques successives, una cromatografia de bescanvi ionic

1 una d’exclusié molecular. Estava dissenyat per a ser realitzat en tres dies consecutius

de treball.

3.1.2 Primer dia.

3.1.2.1 Extraccio i clarificacio

Es partia d’un pellet cel-lular. El pellet procedent d’un litre de cultiu original es
resuspenia en 20 ml de tampd de resuspensié R1. Durant aquest procés s’afegia una
pastilla d’inhibidors de proteases per cada 50 ml de soluci6 final. Igualment, per
facilitar el trencament del DNA genomic, s’afegia DNasa a radé de 50 ul per litre de

cultiu original d’una mare a 2 mg/ml.

Un cop eliminats tots els grumolls cel-lulars, es sotmetia la suspensié resultant a
4-6 cicles de 10’ de sonicacié a 0.4 de freqiiencia i 0.9 de continuitat i 10°” de descans.
La soluci6 es mantenia en gel durant tot el procés de trencament cel-lular per evitar el
sobreescalfament de la mostra, que portaria a desnaturalitzaci6 proteica. Seguidament,
la mostra es centrifugava a 40.000 g durant 1 h i es descartava el pellet, que contenia les

restes cel-lulars i les proteines expressades de manera insoluble en cossos d’inclusio.
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3.1.2.2 Etapa de captura mitjancant un tractament de xoc termic

Es sotmetia el sobrenedant procedent de la centrifugacié anterior a un tractament
termic per precipitar les proteines d’E. coli (mesofiles) perd no la sobreexpressada,
doncs era de termofil. El tractament de xoc térmic es realitzava submergint la mostra
completament en un bany calent a 80° C durant 30’. La temperatura i la durada d’aquest
tractament es determinaren experimentalment per cada proteina, tal i com s’ha descrit a

I’ apartat 2.

Després del xoc termic, es centrifugava la mostra a 45.000 g durant 1 h i

s’eliminava el pellet, que contenia les proteines precipitades.

3.1.2.3 Preparaciéo de la mostra per a la cromatografia de bescanvi

anionic

El sobrenedant procedent de 1’etapa de xoc térmic es sotmetia a precipitacié del
DNA per tractament amb el polimer polietilenimina (PEI) a una concentraci6 final de
0.01 % (v/v). La soluci6é mare de PEI al 10 % (v/v) s’afegia gota a gota i es barrejava
immediatament per inversid. S’incubava en agitacié a la sinia a 4° C durant 30 minuts.

La soluci6 s’havia de tornar opaca.

Es centrifugava la mostra a 15.000 g durant 1 h. Es descartava el pellet i el
sobrenedant es sotmetia a dialisi per tal de canviar a un tamp6 basat en Tris-HCI, doncs
els fosfat no era adequat per al segiient pas de purificacié. S’introduia la mostra dins
d’un sac de dialisi de mida de porus de 12.000-14.000 Da i es dialitzava enfront de 2
litres de tampd Al, a 4° C 1 en agitacid. Al cap d’'un minim de 3 h, es canviava el sac
que contenia la mostra a un nou recipient amb 2 1 més de tampd Al i es dialitzava o/n,

en fred i agitacio.

3.1.3 Segon dia: bescanvi anionic

Acabada la dialisi, s’extreia la mostra del sac i es filtrava mitjancant un filtre de

xeringa de 0.22 um de diametre per eliminar les restes de PEI abans de carregar-la en
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una columna de FLPC, doncs aquest polimer podria provocar problemes de pressio a la

columna.

El primer pas de purificacié cromatografic es realitzava mitjangant una columna
de bescanvi anionic Hitrap Q XL de 5ml equilibrada amb el tamp6é Al. Un cop
carregada la mostra, es feia un rentat amb el tamp6é Al de 3 volums de columna o fins
que es tornava a I’absorbancia base. Llavors s’eluia la mostra amb un gradient lineal

amb el tamp6 B1 de 22 volums de columna. Es recolliren fraccions de 3 ml.

Els pics d’absorbancia a 280mn s’analitzaren per SDS-PAGE i es van reunir les

fraccions més riques en la proteina d’interes.

3.1.4 Tercer dia: gel filtracio

Com el volum resultant d’agrupar les fraccions procedents de la columna de
bescanvi era massa gran per carregar-lo a la segiient etapa cromatografica, es concentra
la mostra per ultracentrifugacié fins a un volum final de 1 ml. Un cop concentrada, la
mostra s’aplica en dues punxades, per no disminuir la resolucié de la técnica, a una

columna de gel filtracié Superose 6 equilibrada amb el tamp6 G1.

S’analitzaren els pics d’absorbancia a 280mn per SDS-PAGE, es concentraren
les fraccions on hi havia la proteina d’interes i es mesura la concentracié final de la

mostra pel metode de Bradford (Bradford 1976).

La identitat i 1’homogeneitat de la mostra purificada d’Aq_DnaB es va

comprovar per espectrometria de masses.

Finalment, abans de realitzar les proves de cristal-litzacid, es canvia el tamp6 de
la proteina a un tampd minim (tampd M) per tal que les condicions de cristal-litzacié
tinguessin el maxim efecte sobre la proteina i en fos més facil la seva cristal-litzaci6.
També es va filtrar la mostra a través d’un porus de 0.22um de diametre. Aquesta etapa

era comuna per a les quatre proteines purificades en aquest treball.
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A la taula M.12 es mostra la formulacié dels tampons emprats en la purificacié

d’ambdues proteines.

Tampons de purificacié per a Aq_DnaB i Aq-DnaB [1-439]

R1: 50 mM fosfat potassic pH 7.6, 10% (p/v) sacarosa, 200 mM NaCl, SmM DTT,
1 mM EDTA
A1: 50 mM Tris pH 7.6, 10% (p/v) sacarosa, 150 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 2mM DTT
B1: 50 mM Tris pH 7.6, 10% (p/v) sacarosa, IM NaCl, 5 mM MgCl,, 2mM DTT
G1: 50 mM Tris pH 7.6, 200 mM NaCl, 5 mM MgCl,
M: 20 mM Tris pH 7.6, 50 mM NaCl

Taula M.12: Tampons emprats en la purificacio d’Aq_DnaB i Aq_DnaB [1-439]. Tots han
estat filtrats a través d’un filtre de xeringa de 0.22um de diametre i desgasats per bomba de
buit.

3.1.5 Caracteristiques diferencials de la purificacié d’Aq_DnaB[1-439]

Per a la purificaci6é d’Aq-DnaB [1-439], el protocol presentava només un lleuger
canvi, doncs la temperatura i durada Optimes per a xoc termic eren inferiors als de la

proteina sencera. En aquest cas, la mostra s’escalfava a 75° C durant 15°.

3.2 Purificacio de Th_DnaB

El pellet cel-lular es resuspenia en el tamp6 R2, afegint inhibidors de proteases i
DNasa abans de sotmetre la mostra a sonicacié. Els parametres de sonicacié eren els

mateixos que per a les proteines descrites anteriorment (apartat 3.1).

A continuacid, es separava la fraccié soluble de la insoluble mitjangant
centrifugaci6 a 40.000 g durant una hora. El sobrenedant es sotmetia a un tractament de
precipitaci6 del DNA amb PEI al 0.015 % (v/v), es filtrava a través d’un filtre de
xeringa de 0.22 um i es carregava a una columna HitrapQ XL de 5ml préviament
equilibrada amb el tamp6 A2. L’elucié de la proteina es feia mitjangant un gradient

lineal de 20 volums de columna fins arribar a la concentraci6 salina del tamp6 B2. Els
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pics d’absorbancia a 280 nm s’analitzaren per SDS-PAGE 1 es reuniren les fraccions

riques en Th_DnaB.

Aquestes fraccions, un cop concentrades, es carregaven a una columna Superose
6 GL, equilibrada enfront el tamp6 G2. De nou, s’analitzaren les fraccions mitjangant

gels d’acrilamida i es van reunir les fraccions corresponents a la proteina d’interes.

Finalment, es diluia la mostra en tamp6 G2 fins assolir un volum final de 6 ml i
es sotmetia a un tractament de xoc termic suau (10’ a 65° C). Es centrifugava a 45.000 g
durant 1 h, 1 la fraccié soluble es diluia en 8 ml de tamp6d M2, es concentrava i es
filtrava. La identitat de la mostra es va comprovar per molecular fingerprinting al

Servei de Proteomica del Parc Cientific de Barcelona.

A la taula M.13 es mostra la formulaci6 dels tampons emprats en aquesta

purificacio.

Tampons de purificacié per a Th_DnaB

R2: 50 mM Tris pH 7.6, 10% (p/v) sacarosa, 300 mM NaCl, 5SmM DTT, 1 mM EDTA
A2: 50 mM Tris pH 7.6, 10% (p/v) sacarosa, 200 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 2mM DTT
B2: 50 mM Tris pH 7.6, 10% (p/v) sacarosa, IM NaCl, 5 mM MgCl,, 2mM DTT
G2: 50 mM Tris pH 7.6, 250 mM NaCl, 5 mM MgCl,

M2: 20 mM Tris pH 7.6, 100 mM NaCl

Taula M.13: Tampons emprats en la purificacié de Th_DnaB. Tots han estat filtrats a través
d’'un filtre de xeringa de 0.22 um de diametre i desgasats per bomba de buit.

3.3 Purificacié d’Aq_dnaB CT

El pellet cel-lular es processa igual que en el cas de la proteina Aq_DnaB

(apartat 3.1), fins arribar a I’etapa de dialisi posterior al tractament per xoc termic.
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Per aquesta proteina es van realitzar diferents proves per determinar el tampd
més adequat per a I’etapa de cromatografia de bescanvi ionic, doncs el pH de treball
emprat per a la proteina sencera era massa proper al pl teoric d’Aq_DnaB CT. Es varen
testar valors de pH entre 5.5 1 9 i, conseqiientment, 1’ds tant de bescanvi anionic com

cationic. La taula M.14 mostra els diferents tampons emprats.

S1: 50 mM Bis-Tris pH 5.5, 10% (p/v) sacarosa, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 2mM DTT

S2: 50 mM Bis-Tris pH 6, 10% (p/v) sacarosa, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 2mM DTT

S3: 50 mM Bis-Tris pH 6.5, 10% (p/v) sacarosa, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 2mM DTT
S4: 50 mM Bis-Tris pH 7, 10% (p/v) sacarosa, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 2mM DTT
Q1: 50 mM Tris pH 7.6, 10% (p/v) sacarosa, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 2 mM DTT

Q2: 50 mM Tris pH 8, 10% (p/v) sacarosa, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 2 mM DTT
Q3: 50 mM Tris pH 8.5, 10% (p/v) sacarosa, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 2 mM DTT

Q4: 50 mM Tris pH 9, 10% (p/v) sacarosa, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 2 mM DTT

Taula M.14: Tampons emprats en l'optimitzacio de I'etapa de bescanvi ionic per a
Aq_DnaB-CT. Es designen amb la lletra S els tampons amb pHs valids per a una columna
Hitrap S i amb la lletra Q els tampons amb pHs valids per una Hitrap Q. Cadascun dels
tampons té la seva parella amb la mateixa formulacié perd6 1M de NaCl, per poder fer el
gradient de forga idnica.

La mostra procedent de les fraccions més riques en Aq_DnaB CT eluida de la
columna de bescanvi iOnic es concentrava i era carregada en una columna Superose 6
equilibrada amb el tampé G3 (50 mM tamp6 250 mM NaCl 5 mM MgCl,), el qual usa

el mateix agent tamponador 1 valor de pH utilitzats durant I’etapa de bescanvi.

La identitat de la mostra es va comprovar per molecular fingerprinting al servei

de protedmica del Parc Cientific de Barcelona.
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B. METODES DE
CRISTAL-LOGRAFIA DE
RAIGS X

En aquesta seccié es descriuen els metodes propis de les tecniques de
cristal-lografia de proteines, posant especial emfasi en aquells aspectes que s’han

explorat més durant la realitzaci6é d’aquest treball.

Un experiment de cristal-lografia de raigs X comenca amb 1’obtenci6 de cristalls
unics de proteina, els quals son exposats a un feix de raigs X per tal de recollir-ne el
patré de difraccié. Aquestes dades de difraccié sén posteriorment tractades i les fases
determinades per tal de reconstruir 1’estructura molecular de la proteina. El model
resultants és afinat i validat, abans de procedir a la seva descripcid 1 a la discussi6 de les

seves implicacions biologiques.

Durant aquest procés, hi ha varis punts que poden esdevenir un coll d’ampolla.
En aquest treball, el pas limitant ha estat aconseguir cristalls que fossin capacos de
generar patrons de difraccié de qualitat, a partir dels quals poder procedir a la
determinaci6 de I’estructura. Per aquest motiu, s’ha invertit un gran esfor¢ en la millora
dels primers cristalls obtinguts i, conseqiientment, s’han explorat sistematicament un
nombre considerable de tecniques de millora de la qualitat del cristalls descrites a la

bibliografia actual. Per aixo la seccié que recull aquestes tecniques és molt extensa.

Igualment, un cop aconseguides dades de difraccié i donat la baixa qualitat

d’aquestes, s’han explorat diversos metodes per a la resolucié del problema de les fases.

Per contra, les etapes finals de refinament i1 validacié de I’estructura no han estat
abordades en aquest treball. Per aixo no es descriuen en aquesta seccio, tot i formar part

de la metodologia propia de la cristal-lografia de macromolecules.

137



138



[. CRISTAL-LITZACIO

En aquesta seccio es descriuen les tecniques emprades per obtenir cristalls de
proteina, aixi com els diversos protocols de millora de la qualitat de difracci6 dels raigs
X d’aquests cristalls. Es diferencien els metodes de millora precristal-litzacid 1 els
postcristal-litzacié. Donat que ja ha estat explicat a la secci6 de clonatge, aqui no
s’inclouen com a protocols de millora previs a la cristal-litzacié la utilitzacié de
proteines homologues d’altres organismes ni el redisseny del constructe proteic per
generar un fragment més compacte, tot i que en realitat es tracta d’'una aproximacid

molt eficag.

També es descriu com obtenir cristalls de proteina que incorporin atoms pesats,
els quals son imprescindibles per a resoldre I’estructura tridimensional de la proteina

mitjancant metodes experimentals.

Finalment, es detallen els protocols utilitzats en aquest treball per estabilitzar els
cristalls, crioprotegir-los adequadament i col-locar-los en un suport adequat per a la
seva congelacid, emmagatzematge, transport i, més importantment, per ser sotmesos a

un feix de raigs X.
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MATERIALS

Plaques de cristal-litzacio:

X/
L X4

X/
L X4

Plaques vDX™.

De la casa Hampton Research. Plaques de plastic Opticament transparent,
adequades per experiments de difusié de vapor per gota penjant. Formades per
24 pous, al voltant dels quals s’ha aplicat greix per a facilitar el segellat amb el

cobreobjectes.

Plaques Cryschem™.
De Hampton Research. Plaques de, de 24 pous, al centre de cadascun del quals

hi ha un reservori concau per a una gota asseguda.

Plaques Greiner-CrystalQuick ™.

De Jena Biosciences. Plaques de poliestire transparent de 96 reservoris
distribuits en 8 files i 12 columnes. Adequades per a experiments high-
throughput en nanogota asseguda. Cada reservori conté, a la part superior, tres
pouets quadrats de fons pla per a col-locar-hi les gotes assegudes, les quals

s’equilibraran contra un mateix reservori.

Solucions de cribatge de les condicions de cristal-litzacié (screens)

Els screens emprats en aquest treball segueixen les formulacions de les cases

comercials, tot i que es van fer a la Plataforma Automatitzada de Cristal-lografia (PAC)

del Parc Cientific de Barcelona a partir de solucions mares i emprant el robot de

dispensacié de volums Tecan. A la taula M.18 mostren totes les solucions de cribatge
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que s’han provat durant 1’etapa de cristal-litzaci6 de les quatre proteines estudiades en
aquest treball. Les solucions mares es prepararen manualment i totes elles van ser

filtrades 1 suplementades amb azida sodica 0.05%.

LMBI1 Hampton Research Crystal screen I —1II

LMB2 Jena Biosciences Wizard I -II

LMB3 Hampton Research Sulfat d’amoni, PEG 6K/LiCl, Quick
phosphate, NaCl

LMB4 Hampton Research PEG 6K, MPD, Membfac

LMBS5 Hampton Research Natrix, Complex screen

LMB6 Hampton Research Crystal Screen Lite, PEG-Ion

LMB7 Jena Biosciences Wizard Cryo I —1I

LMBS Jena Biosciences Jena Biosciences Screen (JBS) 1 -2 -3 -4

LMB9 Jena Biosciences JBS5-6-7-38

LMB10 Jena Biosciences /
Molecular Dimensions
LMB11 Molecular Dimensions | Clear Strategy I pH 6.5, 7.5, 8.5; CSII pH 4.5

JBS 9 - 10; Clear Strategy I pH4.515.5

LMBI12 Molecular Dimensions Clear Strategy Il pH 5.5, 6.5, 7.5, 8.5
LMBI13 Hampton Research Index

LMB14 Hampton Research Salt RX

LMBI15 Molecular Dimensions MemStart, MemSys

LMBI16 Hampton Research Screens A/S Ton, Citrat i Mc Pherson
LMB17 Hampton Research Protein — DNA screen
LMBI18 Hampton Research PEG 400, PEG 4K/LiCl, Acid Malonic

Taula M.15: Solucions de cribatge de les condicions de cristal-litzacio. S’indica el codi
adjudicat a cada screen per la PAC, la casa comercial que el formula originariament i el nom
que li dona.

Cobreobjectes OptiClear™

De Hampton Research. Cobreobjectes quadrats (22 mm) de plastic, lliures
d’activitat RNasa i de superficie hidrofobica. Emprats per dipositar un gota penjant,
alhora que per segellar el reservori, durant un experiment de cristal-litzacié per difusié

de vapor.
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Vials de congelaci6

X/
L X4

CrystalCap Magnetic'™

Com a vials de congelaci6 s’han emprat les bases i tapes de Hampton Research.
La base és magnetica, aixi com el sistema d’acoblament entre la base 1 la tapa,
cosa que permet la seva utilitzacié en els sistemes de muntatge a la base del

goniometre automatics de les linees de sincrotré del ESRF.

Pins metal-lics

Als vials de congelacié s’han afegit dos tipus de varetes metal-liques que
difereixen en els sistemes que empren per atrapar els cristalls al seu extrem:
CryoLoops™ premuntats de la casa Hampton Research. Empra llacos de nil6
de diferents diametres, que es poden escollir entre valors de 0.025 a 1.0 mm.
LithoLoops™ premuntats de la casa comercial Molecular Dimensions. Empra
una reixeta d’un material que no interfereix amb la difraccié dels raigs X. Els
cristalls queden retinguts a aquesta reixeta. Es un sistema particularment
dissenyat per a poder pescar cristalls fragils i de mides molt petites 1 poder

centrar-los correctament a les linees de microfocus del sincrotro.

Figura M.4: Vials de congelacio.

£ N
-& x| A) Bases i tapes magnetiques de Hampton
‘&‘ y Research.
B) Vareta d’acer inoxidable amb el loop a
I'extrem.
C) Loops de nil6 de Hampton Research.
D) LithoLoops en reixeta de Molecular
B Dimensions
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METODES

1. Cristal-logenesi

Les proteines poden ser induides a formar cristalls si es sotmeten a les
condiciones apropiades, sota les quals la proteina purificada pateix una precipitacid
lenta i ordenada a partir d’una solucié aquosa. Durant la cristal-logenesi, les moleécules
de proteina individuals s’alineen entre elles en series repetitives de cel-les unitats
mitjancant 1’adopcié d’una orientacié consistent. La xarxa cristal-lina que es forma és
manté unida per interaccions no covalents. Els cristalls de proteina sén inherentment
fragils ja que, com les proteines tenen superficies de formes irregulars, es formen grans

canals de solvent a I’interior dels cristalls.

La cristal-litzacié es dona en dues fases, la nucleacio i el creixement del cristall.
La nucleacié és el pas durant el qual les molecules de proteina disperses al solvent
comencen a reunir-se en grups (clusters), els quals esdevenen estables si aconsegueixen
assolir una mida critica. Si no, es redissolen. Aquests grups estables formen els nuclis
de cristal-litzacié. Es a la fase de nucleacié on les molécules de proteina es disposen
d’una manera definida i periodica, la qual determina 1’estructura de la xarxa cristal-lina.
L’aparici6 dels cristalls, aixi com el seu augment de mida, es produeix gracies al
subsegiient creixement dels nuclis que han aconseguit assolir la mida critica. Una de les
paradoxes de la cristal-logenesi €s que les condicions Optimes per a la nucleacié dels
cristalls no sén les ideals per permetre el seu posterior creixement. Aixo €s degut a que
la nucleacié espontania és més probable quan els nivells de sobresaturacié son elevats,
mentre que el creixement lent i ordenat de cristalls grans esta afavorit per nivells de
saturaci6 més baixos. Per tant, I’experiment de cristal-litzaci6 ideal hauria de desacoblar
la nucleaci6 del creixement per tal de satisfer els requisits diferencials d’ambdés

SUCCESSOs.
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1.1 El diagrama de fases de la cristal-logenesi

El procés de cristal-litzaci6 es pot il-lustrar graficament mitjancant un diagrama
de fases que mostra quin estat de la proteina (liquid, cristal-1i o solid amorf/precipitat)
€s estable sota un determinat conjunt de parametres de cristal-litzacié. Aquest diagrama
permet quantificar la influéncia de parametres com ara la concentracié de la proteina,
precipitant(s), additiu(s), valor de pH i1 temperatura sobre la produccié de cristalls. Per
tant, els diagrames de fases constitueixen la base per al disseny de les possibles
condicions de creixement de cristalls d’una determinada proteina. A la figura M.5 es

representa esquematicament un diagrama de fases tipic.
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metaestable
corba de solubilitat
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parametres de cristal-litzacio ajustables

sotasaturacio &

Figura M.5: Diagrama de fases de cristal-litzacio tipic. Dins del grafic es diferencien quatre
arees: una area de molt alta sobresaturaci6 on la proteina precipitara; una area de
sobresaturacié moderada on es déna nucleacié espontania; una area de més baixa saturacio,
just per sota de la zona de nucleacid, on els cristalls s6n estables i poden créixer perd on no es
produiran més nucleacions (aquesta area es coneix com a zona metaestable i es on es donen
les millors condicions per al creixement de cristalls grans ben ordenats); i una area de
sotasaturacié on la proteina es troba totalment dissolta i, per tant, mai hi cristal-litzara. Les
fletxes representen I'evolucio seguida pels diferents métodes de cristal-litzacié: (i) microbatch,
(i) difusi6 de vapor, (iii) dialisis i (iv) difusié d’interficie lliure. Figura adaptada de (Chayen et al.
2008)
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1.2 Determinacio de les condicions de cristal-litzacio

L’obtenci6 de cristalls ttils per difraccié de raigs X depen d’un gran nombre de
factors (puresa de la proteina, pH, temperatura, concentracié de proteina, preséncia
d’additiu/s, concentracio i tipus de precipitant/s). A més, cada proteina requereix unes
condicions particulars per a la seva cristal-litzacio, les quals son dificils de predir i, a la
practica, es determinen gracies a un procés de prova i error durant el qual s’exploren

nombroses combinacions d’aquests factors.

Si es coneixen les condicions de cristal-litzaci6 d’una proteina semblant
(homoleg d’un organisme diferent o un constructe diferent), es pot comencar per
variacions entorn a aquesta condicid, doncs la nova proteina pot cristal-litzar en unes
condicions semblants. Aquesta aproximacié també sol ser valida per a proteina
derivatitzada amb selenometionina o complexes amb diferents substrats, en aquest cas

prenent com a refereéncia les condicions de la proteina nativa.

Normalment, perd, el procés de cerca s’inicia de zero i llavors s’utilitzen
formulacions estandard (screens) que combinen de forma racional els diferents
precipitants, sals i tampons usats en cristal-lografia de proteines. Aquest procés de
cribatge permet determinar unes primeres condicions de cristal-litzacié (on solen
obtenir-se microcristalls o cristalls no aillats) per a una determinada proteina, que
posteriorment seran optimitzades, ja de forma especifica, per assolir cristalls tnics i
grans. En aquest treball, els screens inicials solien posar-se a dues temperatures

diferents (20° 1 4°C) 1, sovint, també a diferents concentracions de proteina.

1.3 Metodes de cristal-litzacio de proteines.

Hi ha quatre metodes estandards per produir cristalls de proteina (microbatch,
difusié de vapor, dialisi 1 difusié d’interficie lliure), cadascun dels quals aborda el
procés de transicié entre la fase de nucleacid i la de creixement de manera diferent
(veure figura M.5). En aquest treball s’utilitza exclusivament per a totes les proteines la

difusié de vapor, que és el metode més habitual i reproduible.
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1.3.1 Cristal-litzacié per difusio de vapor

El principi de la cristal-litzacié per difusié de vapor és molt senzill. Una gota
formada per una mescla de soluci6 de proteina 1 soluci6 de cristal-litzaci6 es col-loca en
equilibri de vapor amb un reservori liquid de soluci6 de cristal-litzacié. Entre la gota i el
reservori s’estableix un equilibri per difusié de les especies volatils (aigua i dissolvents
organics) fins que la pressié de vapor entre els dos punts s’iguala. La concentraci6 de
I’agent precipitant €s major al reservori, doncs a la gota la solucid precipitant ha estat
mesclada amb la solucié de proteina. Aixi, I’intercanvi d’aigua es produeix des de la
gota cap a la soluci6 del pou, fet que provoca una reduccié en el volum d’aquesta, de
manera que augmenta progressivament la concentracié dels seus constituents. Si s’han
aconseguit trobar els percentatges de precipitant i proteina adequats, la proteina arriba a
la sobresaturaci6 i comenga a cristal-litzar quan la gota i el reservori han assolit o estan

a punt d’assolir I’equilibri.

La cristal-litzacié per difusié de vapor es pot realitzar en gota penjant o en gota

asseguda, la figura M.6 mostra ambdds muntatges.

2] T T g

H=0

Figura M.6: Cristal-litzacié per difusié de vapor en gota penjant (A) i gota asseguda (B).
A) La gota amb la mescla de solucié de proteina i de precipitant es diposita sobre un
cobreobjectes, que posteriorment es segella damunt del reservori que conté la solucié de
cristal-litzacié. B) La gota es col-loca en un petit reservori concau situat dalt d’un pedestal al
centre del reservori gran que conté la solucié de precipitant. El sistema es tanca segellant la
cambra amb cinta adhesiva Opticament transparent. Tant la superficie del cobreobjectes en el
cas (A) com del diposit concau del cas (B) és hidrofobica, per aixi optimitzar la relacié S/V de la
gota i afavorir l'intercanvi de vapor. Els volums de gota poden variar dels 2 als 6 ul, amb
diferents relacions entre el volum de solucié de proteina i de precipitant. El volum de solucié de
cristal-litzacié dipositada al reservori sol ser de 1 ml en el cas de gota penjant i de 0.5 ml en
gota asseguda.
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En aquest treball, s’utilitzaren els dos muntatges, normalment gota penjant
durant el cribatge de les condicions de cristal-litzacié 1 gota asseguda durant

I’optimitzaci6 d’aquestes.

1.4 Utilitzacio de sistemes robotics

La cristal-litzaci6 emprant sistemes robotics utilitza els mateixos components
que els descrits a I’apartat anterior, per0 presenta I’avantatge de que sén molt més
rapids i reproduibles. Es treballa dins I’escala nanometrica, habitualment amb gotes de
200 nl (100 nl solucié proteina + 100 nl de solucid precipitant), equilibrades sobre un
reservori que contenia 200 pl de solucié de precipitant. Aixd permetia utilitzar menys
quantitat de proteina purificada durant el procés de cribatge inicial, doncs amb menys de
10 pl de proteina es podien testar 96 condicions diferents, quan amb la metodologia
classica aix0 només donava per 10 condicions. A més, al tractar-se de gotes més petites,
amb una relaci6 superficie/volum més favorable, el procés de cristal-litzacié esdevenia

molt més rapid.

El desavantatge principal d’aquesta tecnica és que a vegades les condicions
determinades en nanogota no es pogueren escalar facilment a microgota i, per tant, no es

pogueren generar cristalls de mida suficient.

1.5 Deteccio de les condicions de cristal-litzacio positives

Un cop s’hagueren posat les gotes de cristal-litzacid, aquestes es deixaren
incubar en condicions controlades de temperatura i en absencia de vibracions. Per a
descobrir la formacié de cristalls, es monitoritzaren les gotes sota una lupa a diferents
intervals de temps, tipicament: cada dia durant la primera setmana, cada setmana durant

el primer mes, cada 15 dies durant els tres primers mesos i després un cop cada mes.

En el cas de les plaques de 96 pouets amb nanogotes, aquestes foren introduides
a la Crystal Farm, on quedaren identificades per un codi de barres tunic, s’incubaren a la
temperatura escollida 1 es sotmeteren a analisi fotografic automatic als intervals de

temps que havia determinat 1’usuari. Aquestes fotos eren guardades ordenades
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cronologicament pel sistema i es podien consultar online des de qualsevol PC, emprant
un software que també permetia classificar-les manualment en funcié de si presentaven

o no cristalls, esferolits o precipitat.

2. Téecniques de millora de la qualitat dels cristalls

2.1 Metodes previs a la cristal-litzacio.

En un experiment de cristal-litzaci6 ideal, un cop s’han format els nuclis, la
concentracié de proteina a la solucié baixa, portant aixi naturalment al sistema cap a la
zona metastable on es produeix el creixement del cristall, sense que es formin nous
nuclis. Ara bé, I’experiment ideal no sempre es dona i sovint es produeix un excés de
nucleacid, fenomen que desemboca en la formacid6 de nombrosos cristalls de baixa
qualitat. Igualment, a vegades es formen cristalls visualment macos que no produeixen
patrons de difraccié satisfactoris. Normalment, aquests dos tipus de cristalls no poden
ser millorats canviant només els parametres de cristal-litzacid. Per tant, I’objectiu de les
tecniques de millora de la qualitat dels cristalls previes a la seva formacié és dissenyar
metodes que permetin portar I’experiment de cristal-litzacié de la fase de nucleaci6 a la

de creixement, per aixi garantir la formaci6 de cristalls grans de qualitat.

Hi ha tres estrategies principals de millora precristal-litzacio: el seeding, la
diluci6 i la utilitzacié d’olis. En aquest treball s’han aplicat totes tres i, per tant, a

continuacio es descriuen en detall.

2.1.2 Separacio fisica de les fases de nucleacié i creixement: seeding.

Una manera d’evitar els problemes de la nucleacié és saltar-se aquesta fase
totalment. Aix0 es pot aconseguir inserint nuclis ja formats directament a una nova gota
de cristal-litzacié que es trobi en condicions metastables. D’aquesta manera, s’assegura
la preséncia d’un sol o un nombre limitat de nuclis, que aixi poden créixer per convertir-
se en cristalls Unics grans. La millor forma per aconseguir-ho és per “sembra” (seeding

en angles) de la zona metastable amb cristalls petits ja crescuts (de la mateixa proteina o
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a vegades d’una proteina relacionada), microcristalls, cristalls esmicolats, un precipitat
ordenat o fins i tot substrats porosos (Chayen et al. 2001). Aquests actuen com a

“llavors” per al creixement dels nous cristalls (Bergfors 2003).

Les tecniques de seeding es poden classificar en dos grups basant-nos en la mida de
les llavors utilitzades:

- Macroseeding: transfereéncia d’un sol cristall, normalment de 5-50 pm.

- Microseeding: transferencia de llavors submicroscopiques, massa petites per ser

distingides individualment.

La selecci6 del cristall que fara de llavor és molt important tant en el
macroseeding com en el microseeding. Els defectes s’acumulen en els cristalls a mesura
que aquests creixen, per tant cal evitar els cristalls més vells i grans com a fonts de
llavors. Si no es disposa de cristalls, també es pot intentar fer seeding amb qualsevol
fase solida generada durant el cribatge (olis, esferolits o precipitats cristal-lins), doncs
poden presentar algun grau d’ordenaci6 i per tant, actuar com a nuclis per al posterior
creixement de cristalls. En aquest casos, s’utilitza la tecnica del seeding en estria (veure

més endavant).

2.1.2.1 Protocol macroseeding

Es van triar cristalls recents no gaire grans. Per tal de crear una superficie de
creixement adequada i alhora eliminar les restes de les condicions inicials (que podrien
contenir nuclis addicionals), es van sotmetre els cristalls que s’utilitzaren com a llavors
a successius rentats amb una soluci6é de menor concentracié de precipitant. Amb aquests
rentats, els cristalls es fongueren lleugerament i generaren un superficie de creixement
fresca. Normalment, es submergia el cristall parental en solucié de rentat durant 1 minut

i es repetia 2-3 vegades.

Paral-lelament, es varen preparar diverses gotes equilibrades a la zona
metastable de la sobresaturacié, 1’area del diagrama de fases on el creixement del
cristall esta afavorit perd no es déna nova nucleacié. Un cop rentats, els cristalls eren

transferits a aquestes gotes. Com no es solia determinar el diagrama de fases de la
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proteina (consumeix molta proteina i temps), normalment les condicions d’aquestes
gotes es determinaven empiricament disminuint la concentraci6é de la proteina i/o del
precipitant(s) que havien generat els cristalls parentals. Aixi doncs, es feia un cribatge
de condicions optimes de seeding fins trobar aquelles en que els cristalls no es

redissolguessin, sind que creixessin per generar nous cristalls de més qualitat.

Una opcié completament diferent de la de baixar les concentracions de proteina
i/o precipitant era sembrar les llavors a unes condicions no relacionades en absolut amb
aquelles que permeteren obtenir les llavors. Aquesta técnica s’anomena cross-seeding.
La transferéncia de cristalls a solvents drasticament diferents de les solucions originals
es fa en moltes ocasions per facilitar la incorporacié d’atoms pesats o substrats

enzimatics.

2.1.2.2 Protocol de microseeding

El més critic d’aquesta tecnica era controlar el nombre de llavors que es
transferien per tal de que no es produis de nou una nucleacié excessiva. Les condicions
de les gotes on es sembraren les microllavors es determinaren d’igual manera que en el
macroseeding. Existeixen diverses tecniques tant per generar les microllavors com per
introduir-les a la nova gota, a continuacié es descriuen en detall les tecniques emprades

en aquest treball:

- Seeding en estria
Es la manera més facil i més rapida de transferir les llavors, per bé que també la
menys reproduible. Aquest metode usa un pel de bigoti animal (normalment de gat o
conill) com a vareta de seeding, la qual es feia tocar fent pinzellades sobre la superficie
del cristall parental per tal de despendre i atrapar els nuclis entre les cuticules solapades
que formen el pel. El pel llavors es passava a través de la nova gota, dipositant les

llavors al llarg de estria que marca el seu recorregut.

- Seeding a partir de cristalls polvoritzats
Els cristalls dels quals s’obtindran les microllavors es poden esmicolar emprant

homogeneitzadors de teixits, ionitzacid, vortexant, amb “boletes” (seed beads) o varetes
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de vidre. En aquest treball s’empraren els seed beads de Hampton Research per garantir

una correcte polvoritzaci6 del cristalls 1 una mostra de microllavors més homogenia.

Un cop s’havia generat un estoc de microllavors, se’n feien dilucions en un
tampd estabilitzador per tal d’obtenir solucions amb diferents quantitats de nuclis. La
dilucié amb el nombre de nuclis Optim s’havia de determinar experimentalment en cada

N 21T
cas, pero normalment es trobava entre 1071 10°".

Els nuclis es poden pipetejar de les diferents dilucions de la solucié estoc com a
petites aliquotes o ser transferits amb una vareta de seeding que es submergeix a la
barreja de microllavors per tal que n’atrapi algunes i1 després es fa tocar, es barreja o es
mou fent estries per sobre la superficie de la nova gota. En aquest treball, s’empra

preferentment el primer sistema, doncs els resultats eren més reproduibles.

2.1.2.3 Millorar la qualitat de les llavors: seeding serial.

La qualitat dels cristalls emprats com a llavor, tant per macro com per
microseeding, es pot millorar mitjancant el seeding serial (o seeding repetitiu). En el
seeding serial, els cristalls resultants de la primera ronda d’experiments sén emprats
com a llavors per posar noves gotes. Els cristalls que apareixen en aquestes noves gotes,
seran, al seu torn, utilitzats de nou com a llavors per les segiients gotes i aixi
successivament. Les llavors poden ser introduides a les noves gotes com a macrollavors,
per sembra en estria o bé polvoritzant-los per generar microllavors. Els dos ultims

metodes foren els emprats més habitualment en aquest treball.
Poden caldre fins a 7-10 rondes de seeding per obtenir cristalls de bona qualitat.

Normalment, es continuava els procés només si s’observaven millores a les dues

primeres rondes.
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2.1.3 Limitar el nombre de nuclis a la prova de cristal-litzacié: separacio

dinamica de la nucleacid i el creixement

Una alternativa al seeding, que presenta l’avantatge de no requerir la
manipulacié de llavors ni nucleants, €s canviar les condicions de cristal-litzacié per
portar I’experiment de la zona de nucleaci6 a la zona metastable abans que es formi un
nombre excessiu de nuclis. La nucleaci6 necessita un grau de sobresaturacié més elevat
que el creixement. Aixi doncs, es pot aconseguir transferint, després d’un cert temps
d’incubacid, el cobreobjectes que conté la gota a sobre d’un nou reservori amb menys
concentraci6 d’agent precipitant. Aquesta técnica s’anomena dilucié i ha produit
increments significatius en I’ordre del cristall en nombroses proteines (Saridakis et al.
2000; Saridakis et al. 2003). Alternativament, hi ha altres metodes que usen canvis de

temperatura entre la fase de nucleacio i la de creixement.

2.1.3.1 Protocol de diluci6 per gota penjant

Es prepararen uns 6-10 reservoris que contenien solucions amb concentracions
de precipitants que donarien gotes transparents si aquestes proves de cristal-litzacié es
deixessin incubar sota aquestes condicions. Es cobriren aquests reservoris amb
cobreobjectes i es deixaren equilibrar. Paral-lelament, es realitzaren uns 6-10
experiments de cristal-litzacié sota condicions que produirien molts cristalls de baixa

qualitat.

Passat un determinat temps després d’haver posat les gotes de cristal-litzaci
(basant-nos en quan van sortir els primers cristalls en els screens inicials), es transferia
un dels cobreobjectes a un reservori que contenia una concentracié de precipitant
inferior. Aquesta transferencia havia de durar uns 1-2 segons com a maxim. Després
d’un interval de temps superior, es transferia un segon cobreobjectes i després un tercer,
un quart i aixi successivament. Normalment es provaren varis intervals separats per 1-2
hores. Calia deixar una o dues gotes sense transferir i una o dues gotes sota les

condicions de baixa concentracié de precipitant perque actuessin com a control.
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Les gotes transferides s’incubaren a la temperatura escollida i1 es controla
I’aparici6 de cristalls al llarg del temps, tenint en compte que el temps de formacié de
cristalls seria més llarg a la gota transferida comparat amb I’experiment control que no
havia estat transferit, és a dir, al temps que trigaven les condicions de cristal-litzacié

originals a generar cristalls.

S’esperava que alguns cristalls, a alguns dels temps de transferéncia i sobre
algunes de les condicions de dilucié provades foren menys nombrosos i tinguessin un
ordre intern major que els cristalls originals. En canvi, les gotes que havien estat
transferides massa aviat produirien gotes transparents, mentre que aquelles que havient
estat transferides massa tard donaren cristalls de poca qualitat. Calia tenir en compte

aquests resultats per posteriors rondes de millora.

2.1.3.2 Feeding i weeding

Una altra manera de manipular la soluci6 en comptes de les llavors, son els
metodes de feeding (en angles, alimentar) i de weeding (literalment, treure les males

herbes).

Al feeding, s’afegeix més proteina a la gota, cosa que té dues conseqiiencies: la
gota es dilueix, disminuint la sobresaturaci6, alhora que hi ha més proteina disponible
per als nuclis en creixement. Aquest era un metode molt efectiu si els cristalls que

havien nucleat a la zona labil havien exhaurit tota la proteina dissolta.

Al weeding, els microcristalls en excés son trets de la gota de manera que la
proteina que roman en soluci6 esta disponible només als pocs cristalls seleccionats que
es conserven. Al realitzar aquest metode, calia anar molt en compte per evitar
I’evaporaci6 a la gota de cristal-litzaci6. Com aix0 era dificil de controlar, normalment

el weeding no tingué exit.
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2.1.4 Influenciar la cinetica de cristal-litzacio: utilitzacié d’olis per alentir la

difusio de vapor.

Un dels problemes més comuns de la cristal-litzacié mitjangant difusié de vapor
€s que sovint es generen nombrosos cristalls petits en comptes de cristalls grossos
aillats. Aix0 normalment succeeix perque el procés de cristal-litzacié es déna massa
rapidament. Per tant, si s’aconsegueix alentir la cinetica de cristal-litzacid, es podrien

generar menys cristalls de major qualitat.

El metode més senzill i el més ampliament utilitzat d’influenciar la cinetica en
un experiment de difusié de vapor és emprar una barrera d’oli sobre el reservori que
conté la soluci6 de cristal-litzaci6 per aixi alentir I’evaporacié. No s6n necessaris canvis
en les condicions de cristal-litzacié ni en els recipients de cristal-litzacié emprats.
Varies proteines problematiques han estat cristal-litzades amb exit mitjancant aquest
metode (Mayans et al. 1998; Isupov et al. 2004; Schubot et al. 2005). A la figura M.7

s’esquematitza el muntatge necessari.

e —

chistal-itzacio

| oli (A's o)

T Soluclo de precipitant

Figura M.7: Utilitzacié d’olis com a barrera per alentir la difusié en un experiment de gota
penjant. L’experiment de gota penjat es realitza en una placa normal. Un determinat volum d’oli
(barreja d’olis de silicona i parafina) es situa sobre la soluci6 de cristal-litzacié del reservori, just
abans d’invertir el cobreobjectes on s’ha dipositat la gota i segellar aixi el pou.

El tipus d’oli utilitzat és critic per al resultat final de I’experiment. La parafina
no permet una difusié suficient del vapor procedent del reservori, cosa que provoca
I’assecament de la gota. Per contra, 1’oli de silicona gairebé no suposa cap barrera a la

difusi6. Normalment, s’empren barreges d’ambdds olis i la taxa de difusié es pot
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controlar canviant els ratios de parafina i silicona a la mescla oleica final. A part del
tipus d’oli, un altre factor important per controlar la velocitat de difusié del vapor és el
gruix de la capa d’oli que es col-loca sobre la solucié del reservori. Es sol variar entre
gruixos d’ 1-3 mm (corresponents a 0.1-1ml), amb valors entre 0.3 — 0.7 ml sent els més
habituals. En aquest treball es va utilitzar I’oli comercial Al’s Oil (Hampton Research),
el qual es una barreja 50:50 (v/v) de parafina 1 silicona. El parametre que es va variar va

ser el volum d’oli addicionat a sobre el reservori.

2.2 Técniques de millora postcristal-litzacié

2.2.1 Annealing

Les tecniques de criocristal-lografia (descrites a la segiient seccid) poden
provocar desordres en la xarxa cristal-lina 1, conseqiientment, un augment de la
mosaicitat i una resolucié de la difraccié reduida. Aquest dany, que €s especialment
important en els cristalls grans o amb alt contingut de solvent, es creu que és
conseqiiencia d’un congelat desigual i1 a la expansié diferencial del solvent i1 la xarxa

cristal-lina.

Si el cristall s’ha congelat malament, es pot sotmetre a annealing (ciclat entre
temperatures baixes 1 altes) per provar de reduir la mosaicitat i incrementar la resolucio.
L’annealing es pot dur a terme de dues maneres, bé bloquejant la corrent de gas del
criogen temporalment (1-2 segons) o posant el cristall de nou al crioprotector, permetent
que s’equilibri i després tornant-lo a congelar rapidament. Es un metode facil i rapid,
durant el qual la concentracié de 1’agent crioprotector s’ajusta ella mateixa, canviant
aixi les seves propietats termiques de manera que la contraccié del solvent quan es
refreda es troba més propera a la contraccié de la xarxa cristal-lina del cristall.
L’annealing t€ més possibilitats d’exit si la concentracié inicial d’agent crioprotector
esta per sobre, més que no per sota, de I’optim. Aixo implica que és millor tenir massa
agent crioprotector al tamp6 de crioproteccidé que no pas massa poc, doncs sempre es

pot sotmetre el cristall a annealing..
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2.2.2 Deshidratacio dels cristalls

L’aigua juga un paper crucial en el manteniment de I’estructura i ’activitat de
les molecules de proteina tant en solucié6 com en forma cristal-lina. La reducci6 del
contingut de solvent del cristall pot fer que aquest s’empaqueti millor i augmenti el seu
ordre intern, estenent aixi la resolucié dels patrons de difraccié. Normalment, el
contingut de solvent dels cristalls de proteina ronda el 50%. La deshidratacié sol

funcionar millor en cristalls amb un contingut de solvent superior a aquest valor.

Els protocols de deshidratacié de cristalls sén molt diversos i inclouen des de
I’assecat a I’aire de la gota que conté el cristall, fins a la transferencia gradual d’aquest a
solucions de deshidrataci6. Existeix també un aparell comercial que controla la humitat
relativa del cristall (Proteros Free Mounting System de Rigaku), el qual permet realitzar
protocols de deshidratacié (i també de rehidratacid) més reproduibles i eficacos. A la
figura M.8 es descriuen esquematicament els 4 protocols de deshidratacié que s han

emprat en aquest treball.

A)
(50 )
—r @ \ &= ) —> ) > > ~5-15' c.u.
(x +5)% (x +10)% (x + 25-30)% precipitant
X% precipitant

B)

—> s —p T \ ~30' - varies hores

(x +10-12)% precipitant
+

5-10% glicerol

—> @5 \ :\ > —> 12-16 h

(x + 5-10)% precipitant

I - H o *W

(x +5)% (x +10)% (x + 25-30)% precipitant

X% precipitant

C)

X% precipitant

D)

X% precipitant

Figura M.8: Métodes de deshidratacié de cristalls.
Veure llegenda a la pagina segiient.
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A) Transferir seqUencialment els cristalls de la gota de cristal-litzacié a gotes de 5 ul que
continguin quantitats creixents de solucié de deshidratacié. Depenent de I'estabilitat del cristall,
la concentracié d’agent deshidratant es pot incrementar del 5 % fins al 30 % (p/v), i en passos
de 0.5 % (p/v) fins a de 5 % (p/v). El temps de soaking també pot variar de 5 a 15 minuts (en
aquest cas els cristalls sén deshidratats a l'aire) a dies (en aquest cas les gotes que s’estan
deshidratant s’equilibren contra un reservori que conté la solucié deshidratant). B) Afegir
lentament solucié deshidratant a la gota que conté el cristall (aproximadament unes vuit
vegades el volum inicial de la gota de cristal-litzacid) i deixar deshidratar a I'aire durant més de
30’. Com a soluci6 deshidratant s’empra la condicid de cristal-litzacié amb un increment del 10-
12 % en la concentracidé de precipitant i una addicié d’'un 5-10 % (p/v) d’agent crioprotector,
com ara glicerol C) Transferir el cristall de la gota de cristal-litzacié a un gota penjant de 5 ul de
soluci6 deshidratant i equilibrar contra un reservori amb la mateixa soluci6é deshidratant. Solucié
deshidratant: condicié de cristal-litzacié que conté un 5-10 % (p/v) més d’agent precipitant.
Temps d’incubacié: 12—16 h. D) Després del creixement del cristall, equilibrar la gota de
cristal-litzacié contra reservoris que continguin concentracions creixents d’agents deshidratants.
Temps d’'incubacié: 8-12 h a cada pas. Solucio deshidratant: soluci6 mare amb concentracions
creixents bé de precipitant o0 de PEG de baix pes molecular, glicerol o MPD. La concentracid
s’incrementa en passos del 5 %.

La solucié de deshidratacié emprada era la soluci6 mare amb una quantitat
creixent de precipitant. A vegades també es s’emprava la solucié mare suplementada
amb concentracions creixents d’agents crioprotectors. En aquest cas, la crioproteccio i
la deshidratacié es fusionaven, doncs, de fet, una estrategia per crioprotegir els cristalls

es reduir-ne la solvatacio.

Finalment, es prova la combinaci6 de la deshidrataci6 amb altres tractament
post-cristal-litzaci6, com ara I’annealing o el soaking, doncs també pot produir millores

en la qualitat de difracci6 i la resoluci6 dels cristalls de proteina (Chayen et al. 2008).

2.2.3 Submersio a major concentracio de precipitant sense deshidratacio

El soaking postcristal-litzaci6 és similar a la deshidrataci6 dels cristalls en el fet
que ambdés processos impliquen submergir els cristalls de proteina en solucions que
contenen concentracions creixents de precipitant o crioprotector. De totes maneres, la
deshidratacié implica la contraccié de la xarxa cristal-lina i la disminucié del contingut
de solvent del cristall mentre que el soaking postcristal-litzacié sense deshidratacié no
implica un canvi en la cel-la unitat o el contingut de solvent, encara que també pot
portar a un notable millora en la qualitat de difracci6 del cristall. De fet, a la literatura hi

ha varis exemples on el soaking dels cristalls en solucions de més forgca ioOnica,
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crioprotectants o solucions que contenen atoms pesants, donen com a resultat millores

en la qualitat del cristall (Heras et al. 2005).

2.2.4 Entrecreuament quimic de cristalls per difusié de vapor.

S’empra per poder manipular millor els cristalls fragils durant els canvis de
soluci6 1 la seva congelacid, doncs reforga la xarxa cristal-lina del cristall, fent-lo més

resistent a 1’estrés mecanic.

En aquest treball, com a agent d’entrecreuament s’empra el glutaraldehid, el qual
funciona principalment sobre residus de lisina, per tant, el nombre de lisines i la
temperatura eren les dues variables a tenir en compte a 1’hora de definir el temps de
reacci6. Les amines interfereixen amb el glutaraldehid, de manera que, abans de
comencar el crosslinking, s’havia de substituir el sulfat d’amoni i/o els tampons de Tris

presents a la mostra de proteina mitjancant dialisi.

El cobreobjectes que contenia el cristall es transferia a un nou reservori amb
solucié precipitant i un micropont (Hampton Research) que contenia una gota asseguda
(2-5 ul) de 25 % (v/v) glutaraldehid a pH 3. S’equilibrava durant 30-60 minuts (en
algun cas es va arribar a 6 hores), transcorreguts els quals s’aturava el procés col-locant

el cobreobjectes sobre un nou reservori amb soluci6 precipitant fresca (Lusty 1999).

2.2.5 Metilacio reductiva de les lisines exposades

Es un metode de millora rapid i facil d’utilitzar, amb el qual s’han obtingut
resultats espectaculars en varies proteines (Walter et al. 2006). Consisteix en
I’alquilacié reductiva dels grups amino lliures, és a dir, dels residus de lisina i de
I’extrem N-terminal de la proteina, mitjancant una reaccié senzilla en dues etapes en
presencia d’un agent alquilant, una soluci6 de formaldehid, i un agent reductor, el

complex bora-dimetilamina (ABC).

El protocol que s’utilitza en aquest treball és una modificacio del protocol del kit

de metilacié comercial de Jena biosciences, basant-se en les recomanacions descrites a
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I’article (Walter et al. 2006). Es detalla on s’han produit canvis per evitar la precipitacié
de la proteina durant el procés i augmentar aixi el rendiment. Totes les manipulacions

havien de realitzar-se a 4°C.

Abans de comengar la reaccié de metilacid, s’intercanviava el tampd en que es
trobava la proteina a un tamp6 que no contingués grups amino lliures i/o alcohols, com
ara tampons basats en HEPES o fosfat. Els tampons basats en Tris-HCI interferien en la
reaccié de metilacié i, per tant, no eren adequats. Igualment, calia evitar la preséncia
d’agents reductors com ara DTT, TCEP, B-mercaptoetanol, doncs podrien interferir en
la reacci6 de metilaci6. Per als diferents constructes de DnaB s’empra el segiient tamp0:
20 mM HEPES pH 7.6 100 mM NaCl 5 mM MgCl,. Igualment, la proteina era
concentrada a ~ 1 mg/ml (per proteina nativa) o ~ 0.5 mg/ml (per proteina marcada amb

selenometionina).

Seguidament, es realitzava la reaccié de metilacié tal i com es descriu a la taula
M.16. Calia tenir en compte que la proteina podia precipitar ja en el primer pas de
metilacié. Si ho feia, calia repetir el procés a una concentracié de proteina menor. La

proteina precipitada era irrecuperable.

v' Per a cada ml de proteina, afegir a la solucid de proteina:
- 20 ul de solucio ABC a 1M
- 40 pl de solucié de formaldehid a 1M

Barrejar suaument pipetejant varies vegades

Incubar en gel durant dues hores

Afegir 20 pl de solucié ABC a 1M 140 pl de soluci6 de formaldehid a IM
Barrejar suaument pipetejant varies vegades i incubar en gel durant 2 hores
Afegir 10 pl de soluciéo ABC a 1M

Barrejar suaument i incubar a 4°C durant 20 hores

DN N N N NI N N

Aturar la reacci6 intercanviant el tampo de la solucié a un basat en Tris per
tal de neutralitzar qualsevol capacitat metiladora que quedés a la solucié

Taula M.16: Protocol de metilacio de les lisines exposades.
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Després de la reaccié de metilacid, es sotmetia la mostra a una cromatografia de
gel filtraci6 per acabar d’eliminar el tampo 1 els reactius utilitzats durant la reacci6 de
metilacid. Aquesta etapa cromatografica també era molt ttil perque donava indicis de si
el procés havia funcionat: un sol pic estret al cromatograma indicava la preseéncia d’una
sola especie. Calia tenir en compte que les proteines metilades tendeixen o correr de

manera diferent, normalment una mica més rapidament, en les columnes de gel filtracio.

Finalment, s’analitzava mitjancant espectrometria de masses el material metilat i
no metilat, per tal de comprovar la eficiencia del procés i ja es podien realitzar les

proves de cristal-litzacio.

3. Derivatitzacio dels cristalls amb atoms pesats

L’obtenci6é de cristalls derivats amb atoms pesats (de nimero atomic alt) és
imprescindible per a la utilitzacié dels metodes de fasejat experimental, tal i com es
descriura a la secci6 de resolucié de I’estructura cristal-lina. A continuaci6 es detallen
les tecniques que permeten incorporar atoms pesats als cristalls de les proteines

estudiades en aquest treball.

3.1. Tractaments precristal-lizaci6

Podem diferenciar els tractaments de cocristal-litzacid, en que la proteina és
incubada amb 1’atom pesat preéviament i/o durant el procés de cristal-litzacid; i la
producci6 de proteina derivatitzada, en la qual s’han substituit els residus de metionina
per selenometionina. Aquest tltim metode esta explicat a 1’apartat d’expressié i es va
emprar per produir derivats de selenometionina per a Aq_DnaB sencera i Aq_DnaB [1-

439].
Un cas especial de cocristal-litzacié és quan s’empren nucleotids halogenats, els

quals incorporen un atom de brom o iode a alguna base nitrogenada, aprofitant

I’habilitat de les proteines estudiades per a unir una gran varietat de nucleotids (Biswas
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et al. 1986; Bujalowski er al. 1993). Aquesta tecnica es va utilitzar amb la proteina

Aq_DnaB[1-439].

3.2. Tractaments postcristal-litzacio: soaking dels cristalls en solucions

d’atoms pesats.

Un cop s’havien format els cristalls, aquests s’incubaren en una solucid
estabilitzadora durant uns 10 minuts, transcorreguts els quals es transferiren a una
solucié que contenia I’atom pesat que es volia incorporar. Es pretenia aconseguir que
I’atom pesat penetrés a I’interior del cristall a través dels seus canals de solvent i que
quedés integrat a la xarxa cristal-lina de forma ordenada. Tot i que es podia intentar
inferir quin tipus d’atom pesat s’incorporaria ordenadament al cristall basant-nos en les
caracteristiques fisicoquimiques de la proteina (Garman et al. 2003), a la practica calia

provar nombrosos compostos diferents fins trobar el més adequat en cada cas.

La durada i concentraci6 del procés de soaking s’ha de determinar experimental
per a cada compost i forma cristal-lina. Els protocols classics recomanen emprar temps
de soaking llargs, que poden arribar a varis dies, i concentracions de solucié d’atom
pesat baixes (0.1- 20 mM). A D’altre extrem, es trobarien els protocols de derivatitzacié
rapids, els quals empren concentracions d’atom pesat altes, properes a la saturacio, i
temps molt curts (pocs minuts). Un possible avantatge d’aquest darrer metode és que es
generen cristalls de derivat més isomorfics amb els natius (Sun ez al. 2002). El
desavantatge principal és que normalment els cristalls no sobreviuen a tractaments tant

drastics. En aquest treball es testaren ambdues estrategies.

Era important realitzar un back-soaking abans de congelar els cristalls. Aquest
consistia en treure els cristalls de la solucié de derivatitzacid i sotmetre’ls a varies
etapes curtes de rentat en una solucid estabilitzadora que no contenia I’atom pesat.
D’aquesta manera s’aconseguia eliminar 1’atom pesat unit inespecificament a la

superficie del cristall o desordenat a I’interior dels canals de solvent.
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4. Criocristal-lografia

4.1 El dany per radiacié malmet els cristalls

Quan s’exposa un cristall a un feix de raigs X, aquests poden ser absorbits i
difractats per la disposicié periodica 1 ordenada dels electrons dels atoms presents al
cristall. Aquest fenomen possibilita la determinacié de 1’estructura tridimensional de la
proteina, un cop s’han mesurat experimentalment les intensitats dels raigs difractats. De
totes maneres, la interaccid entre els raigs X i la materia solida és un fenomen molt més
complex, doncs, a part de la dispersié elastica que causa la difraccid, els fotons dels
raigs X incidents poden perdre part de la seva energia al interaccionar amb la materia i

també poden transferir la seva energia i ionitzar atoms (fotoionitzacio).

Aixi doncs, els cristalls de proteina exposats a un feix de raigs X pateixen danys
per radiacid, els quals provoquen que aquests perdin el seu ordre intrinsec i,
conseqiientment, que les dades de difracci6 generades perdin progressivament tant
resolucié com qualitat. Aquest procés de degradacié €s molt rapid si els cristalls es
mantenen a temperatura ambient durant la recollida de dades, de manera que un cristall
exposat a un feix intens de llum de sincrotré sovint només resisteix uns pocs segons. En
canvi, quan els cristalls es mantenen a temperatures criogeniques durant la recollida,
aquest procés s’alenteix molt, cosa que permet recollir més dades d’un sol cristall i que

aquestes siguin de major qualitat.

Els danys per radiacié que es produeixen en un cristall al qual es fa incidir un
feix de raigs X son de dos tipus: primaris i secundaris. Els danys per radiacié primaris
es produeixen degut a la fotoionitzacié dels atoms del cristall. Els fotoelectrons
resultants, que es solvaten, inicien processos fotoquimics que modifiquen quimicament
les molecules del cristall: trenquen enllacos, amb la conseqiient formacié d’especies
altament reactives com els radicals lliures. Els danys per radiacié secundaris sén deguts
a la difusié al llarg del cristall d’aquests radicals lliures. Els danys per radiaci6 primaris
depenen de la dosi de raig X absorbida pel cristall i s6n independents de la temperatura
a que es troba la mostra, és a dir, sén una part inevitable de la recollida de dades de

difraccié. Per contra, els danys per radiacié secundaris es redueixen enormement a
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temperatures criogeniques, doncs a aquestes temperatures els radicals Iliures tenen taxes

de difusié molt més baixes, de manera que no viatgen tant rapid a través del cristall.

La congelacié dels cristalls és molt recomanable, doncs permet reduir el dany
per radiacid, alhora que facilita I’emmagatzematge i el transport dels cristalls. De fet, la
col-lecci6 de dades a temperatures criogeniques (al voltant dels 100K) s’ha convertit en
un metode vital per la cristal-lografia de proteines ja que redueix el dany per radiacio i
augmenta la vida del cristall, permeten aixi la recol-leccié de conjunts de dades
complerts d’un sol cristall. Els desavantatges de la criocristal-lografia sén que les
condicions de crioproteccid han de ser establertes empiricament i que la mosaicitat del

cristall sol augmentar quan aquest €és congelat.

4.2 Objectius de la criocristal-lografia

El principi basic de la criocristal-lografia és que, durant la congelacio, cal evitar
la formacié de gel cristal-1i a I'interior de la mostra, doncs aquest distorsiona I’ordre
intern del cristall (degut a 1’expansié produida durant la seva formacid) i també
interfereix en el patré de difraccié de la proteina (aparicié d’anells de gel). Aixi doncs,
el cristall s’ha de congelar tant rapid que, al finalitzar el procés, 1’aigua de I’interior dels
canals de solvent es trobi en I’estat vitri 1 no pas en el cristal-1i. Per I’aigua pura, la
vitrificacié de gotes micrometriques s’assoleix emprant temps de congelacié de 1’ordre
del 107 segons. Clarament, aquesta és una velocitat de congelacié inassolible pel
solvent dels espais intersticials dels cristalls. Ara bé, aquest obstacle es pot superar
reemplacant part de [’aigua de la soluci6 mare amb un agent crioprotector
(“anticongelant”) que augmenta a 1-2 s el temps disponible per a que el procés de

congelacio resulti en vitrificacid i no en cristal-litzacio.

Hi ha un segon requisit, basic per a 1’exit de la congelaci6 dels cristalls. La
solucié crioprotectora emprada no ha de degradar el cristall ni per atac a la seva
superficie ni per xoc osmotic. Per tant, a I’hora d’escollir quin agent crioprotector

provar, primer cal considerar els components de la soluci6 mare, doncs si un agent

163



crioprotector ja esta present a la solucié mare en concentracions baixes, normalment la

concentracid es pot augmentar sense efectes negatius.

4.3 Crioprotectors

Basicament, en cristal-lografia de proteines s’utilitzen dos tipus d’agents
crioprotectors:

- aquells que penetren als canals de solvent del cristall. S’inclouen en aquest
grup la majoria d’agents crioprotectors emprats en criocristal-lografia: glicerol, MPD,
alcohols, polietilenglicols de baix pes molecular, sucres, criosalts, etc.

- aquells que embolcallen el cristall. En aquest grup hi trobem diversos olis, els
quals no penetren al cristall, sind6 que proporcionen una barrera entre la superficie del
cristall i I’aire. Per tal d’obtenir uns resultats Optims amb aquest tipus de crioprotectors,
cal eliminar la major part del solvent que envolta el cristall abans de submergir-lo en

I’oli crioprotector. Exemples: Paratone N, parafina, oli mineral d’alta densitat.

Historicament el glicerol ha estat el crioprotector més utilitzat, perd aixd no
implica que sigui sempre el millor. Al tractar-se del primer crioprotector que es sol
provar, normalment és només el més convenient, doncs no es duen a terme subsegiients
optimitzacions si aquest ja dona resultats adequats. En casos dificils, es poden provar
combinacions de diferents crioprotectors i, fins i tot, emprar crioprotectors penetrants

com a primer cas i oli com a pas final.

Les solucions crioprotectores es formulen substituint 1’aigua de la soluci6 en que
ha crescut el cristall per 1’agent crioprotector. Normalment, per evitar que el cristall es
dissolgui durant el procés de crioproteccid, es parteix d’una soluci6 estabilitzadora, no
de la solucié mare. La soluci6 estabilitzadora emprada en aquest treball consisteix en la
condicié de cristal-litzaci6 multiplicant per 1.2 les concentracions dels precipitants

presents.

Per tal de determinar la concentraci6 de crioprotector que calia afegir a la

solucio estabilitzadora, la soluci6 crioprotectora putativa era muntada primer sola (sense
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cristall) en un loop, es congelava en criogen i es sotmetia a un test de difraccio.
S’escollia aquella solucié crioprotectora que no generava anells de gel al patré de
difracci6. Com la concentraci6é de crioprotector es dilueix lleugerament al afegir-hi el
cristall i la soluci6 mare que l’envolta, s’opta per una aproximacié més segura,
consistent en augmentar la concentracié de crioprotector en un 2-5% respecte a la

concentracié determinada en les proves sense cristall.

4.4 Protocols de crioproteccio

El cas ideal és quan la soluci6 mare del cristall ja contenia una concentracid
suficient d’agent crioprotector, de manera que no calia afegir-ne més. El cristall llavors
es podia pescar directament de la solucié on havia crescut i ser congelat, minimitzant
aixi la seva manipulaci6. En alguns casos fou possible modificar les condicions de
cristal-litzaci6 inicials per aconseguir que els nous cristalls creixessin ja en presencia de

crioprotector.

En la majoria dels casos, pero, es va haver de transferir el cristall de la soluci6
de creixement a la de crioproteccié abans de poder-lo congelar. Com a regla general,
s’intenta manipular el cristalls el minim possible, doncs aquesta manipulacié podia
causar danys a la superficie del cristall aixi com la seva deshidratacid. Aquests traumes
provocarien un increment de la mosaicitat del cristall i, conseqiientment, dades de pitjor

qualitat i menor resolucid.

Hi ha varies maneres de transferir el cristall de la gota en que ha crescut a la
solucié crioprotectora escollida. A continuacié es descriuen les emprades en aquest

treball.

4.4.1 Transferéncia directa a la solucioé crioprotectora final.

El cristall era transferit, amb un loop (o, per cristalls fragils, amb un aparell de
succi6 fet a partir d’'una pipeta Pasteur i un tros de tub flexible), de la gota on havia

crescut directament a una nova gota a la concentraci6 final de crioprotector. Es deixava
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alla perque el crioprotector penetrés al cristall un temps que podia variar des d’un segon
a minuts o dies, depenent de I’estabilitat del cristall dins la solucié crioprotectora. El
temps d’immersié del cristall en la solucid crioprotectora (soaking en angles) més

habitual era d’entre 1 1 3 minuts.

4.4.2 Addicio6 gradual de I'agent crioprotector.

Es tractava d’una estrategia més suau pels cristalls, consistent en canviar
progressivament les condicions de la solucié precipitant en que aquests es trobaven fins
arribar a les de la soluci6 crioprotectora final. Al protocol emprat en aquest treball, per
tal de minimitzar les manipulacions directes a que es sotmet el cristall, es canviava la

soluci6 en que es trobava el cristall sense traslladar-lo (transferencia in situ).

En primer lloc, el cristall s’incubava en una solucié estabilitzant durant 5 o 15
minuts. A continuacid, i mantenint-lo sempre en la soluci6 estabilitzant, s’augmentava
la substancia que faria de crioprotector en petits percentatges fins arribar al valor
desitjat. El percentatge d’augment a cada pas, aixi com la seva durada, es determinaven
empiricament, doncs eren especifics per a cada proteina. Era recomanable vigilar sota la
lupa binocular que els cristalls no es deformessin durant el procés (per aixd anava bé

provar primer el protocol amb cristalls no ttils pels experiments de difraccio).

En cas de que els cristalls s’haguessin crescut mitjangant la teécnica de la gota
asseguda, es treia la cinta adhesiva de manera que la gota que contenia el cristall quedés
exposada. S’examinava la gota sota la lupa binocular i s’afegia, amb molta cura i al
costat oposat a on hi havia el cristall, un volum igual al de la gota de la primera solucié
de crioproteccié. Es tornava a col-locar la cinta adhesiva sobre el pou original. Si els
cristalls s’havien crescut per gota penjant, es treia el cobreobjectes que contenia la gota
de sobre el pou i es col-locava en una placa de Petri petita. S’envoltava la gota de gotes
més petites amb la solucid crioprotectora final 1 s’afegia a la gota que contenia el cristall
el mateix volum de la primera soluci6 crioprotectora. En ambdds casos, s’incubava uns
5 minuts a la temperatura en que s’havien crescut els cristalls. Llavors s’obrien les
gotes, es retirava un volum igual a I’afegit durant el pas anterior i s’addicionava el

mateix volum de la soluci6 2. Es repetien els passos anteriors amb les segiients

166



solucions de soaking fins arribar a la soluci6 crioprotectora final. Després del pas final,
en que s’incubava durant 5’ la gota que contenia el cristall amb la solucié

crioprotectora, ja es podia procedir a la congelaci6 dels cristalls.

4.4.3 Equilibrat per pressio de vapor enfront de la solucié crioprotectora

final.

Es tracta del metode menys invasiu, doncs la penetracié de 1’agent protector al
cristall és més lenta que en els metodes d’immersié. El cobreobjectes amb la gota
penjant que contenia els cristall era segellat sobre un reservori amb 1 ml de soluci6
crioprotectora per permetre I’equilibrat dels components de vapor. El temps d’equilibrat
variava d’una nit a varis dies, transcorregut el qual el cristall es sotmetia a un soaking

rapid en la soluci6 crioprotectora final.

4.4.4 Incorporacio de I'agent crioprotector mitjancant dialisi.

En els casos més dificils, les solucions crioprotectores es dialitzaven lentament a
I’interior del cristall. Metodologicament €s el metode més complicat, fet que comporta

que només s’utilitzés com a recurs final.

4.5 Muntatge dels cristalls

Un cop crioprotegit, calia pescar el cristall del tamp6 crioprotector i congelar-lo,
submergint-lo rapidament en nitrogen liquid o en el flux de nitrogen gas. Tots els
cristalls d’aquest treball foren congelats en nitrogen liquid, seguint el protocol que es

detalla a continuacio.

El cristall es pescava amb un lla¢ de nil6 (loop en angles), a I'interior del qual hi
quedava retingut gracies a la tensié superficial del liquid que I’envoltava. Era
convenient escollir un loop de mida similar a la del cristall per tal de minimitzar el
volum de liquid (és a dir, reduir dispersio dels raigs X i aixi maximitzar la relacid

senyal/soroll). Per a alguns cristalls, es van emprar loops de reixeta, anomenats
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litoloops. Aquests presentaven, com a caracteristiques distintives, una menor retencié de
liquid al voltant del cristall 1 major facilitat per pescar cristalls molt petits o en forma de
placa fina (hi queden retinguts més facilment i és més facil centrar-los a les linies
microfocalitzades de sincrotrd). A la figura M.4 de materials es mostren els diferents

tipus de loops emprats en aquest treball.

Per pescar el cristall, primer era convenient remoure lleugerament el liquid que
conforma la gota per tal de provocar corrents que ajudessin a aixecar el cristall del fons
de la gota. Si hi estava enganxat, es podia emprar una agulla especial (Crystal Probe™
de Hampton Research) per alliberar-lo amb molt de compte. Un cop el cristall surava a
la superficie de la gota, es portava el loop lateralment en direccié al cristall, seguint el
pla horitzontal, de manera que el cristall quedés encerclat. Tot seguit, el loop es portava
cap amunt, de manera que el nilé que el forma trencava la tensié superficial de la gota.
Al mantenir el pla del loop perpendicular a la superficie de la gota, es minimitzaven les
forces que actuaven sobre el cristall 1 també es minimitzava el gruix de la capa de liquid

que recobria el cristall un cop aquest estava al loop.

Quan el cristall es trobava dins del loop, aquest es submergia rapidament en
nitrogen liquid, col-locant la base que subjectava el loop dins d’un vial de crioproteccio,
que ja es trobava submergit al criogen. Un cop congelats, els vials que contenen els
cristalls es mantenien en nitrogen liquid dins de contenidors especials fins la recollida
de dades de difraccié, moment en el qual es col-locaren al difractrometre, on eren
mantinguts a temperatures criogeniques durant la recollida gracies a un flux de nitrogen

gas que incidia sobre el cristall.

Els dos temps claus en aquest procés eren el temps que comportava la
transferencia del cristall del tampé crioprotector al criogen, i el temps que trigava el
cristall a congelar-se per sota de la transicid vitria al voltant de 155K. Per a uns resultats
optims, aquests dos temps havien de ser tan curts com fos possible. El primer per evitar
la deshidratacié de la superficie del cristall, cosa que provocaria un increment en la

mosaicitat. El segon per minimitzar la mosaicitat i la probabilitat de formaci6 de gel.
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Addicionalment, calia vigilar tres factors més que afectaven la taxa de
congelacio i es trobaven sota control de I’experimentador: el ratio superficie volum del
cristall, la mida del loop 1 el volum de tampé crioprotector. Un cristall amb una gran
taxa S/V, en un loop de mida equivalent a la seva i que tingués la capa de tampd
crioprotector o oli de menor gruix al seu voltant, generaria un patr6 de difraccié de raigs
X d’una qualitat molt superior que un cristall amb les caracteristiques oposades

(Garman et al. 2006).
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I1. DIFRACCIO DE RAIGS X 1
RESOLUCIO DE LESTRUCTURA

1. Experiment de difraccio de raigs X

L’ds d’una radiacié electromagnetica per visualitzar objectes requereix que la
radiacié tingui una longitud d’ona comparable amb les distancies més petites que es
volen resoldre. Les longituds d’ona caracteristiques dels raigs X comprenen valors molt
similars a la distancia entre atoms de carboni units, per tant, €s I’adequada per estudiar

I’estructura molecular.

La difraccié procedent d’una sola molecula seria massa petita per a poder ser
mesurada. Per tant, s’empra un conjunt tridimensional ordenat de molecules, és a dir, un
cristall, per amplificar el senyal. Un cristall ordena un nombre molt elevat de molecules
de proteina en la mateixa orientacio, de manera que les ones difractades en fase poden
sumar-se 1 elevar la senyal a un nivell mesurable. Si I’ordre intern del cristall és pobre,
els raigs X no seran difractats cap a angles alts o alta resoluci6 i, per tant, les dades no
podran generar una estructura molecular detallada. Per contra, si el cristall esta ben
ordenat, llavors la difraccié sera mesurable a angles alts o alta resoluci6 i en resultara
una estructura detallada. Els raigs X son difractats pels electrons de I’estructura i,
conseqiientment, el resultat d’un experiment de difraccid de raigs X és un mapa
tridimensional que mostra la distribuci6 dels electrons a I’estructura proteica. Com els
electrons estan majoritariament localitzats al voltant dels nuclis, el mapa de densitat

electronica ens dona una representacio forca bona de la molecula.

Un cristall es comporta com una reixeta de difraccid, la qual genera efectes tant
constructius com destructius en el patré de difraccid, de manera que apareix al detector
com una serie de punts discrets que s’anomenen reflexions. Cada reflexié conté
informacié de tots els atoms de l’estructura i, per tant, cada atom contribueix a la

intensitat de cada reflexio.
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Tal 1 com passa amb totes les radiacions electromagnetiques, els raigs X estan
caracteritzats per una amplitud d’ona i una fase. Per tal de recombinar un patré de
difraccid, es necessiten aquests dos parametres per a cada reflexié. Desafortunadament,
només les amplituds poden ser mesurades experimentalment, la informacié de fase no.

Aix0 s’anomena el problema de la fase.

1.2 Recollida de dades de difraccio

Els cristalls, muntats en un loop, es col-loquen sobre un capgal de goniometre, el
qual permet que la mostra sigui posicionada acuradament en el feix de raigs X. Per a la
recollida de dades a temperatures criogeniques, un feix de nitrogen gas manté el cristall
a 100 K durant tot I’experiment de difraccid. Els raigs X focalitzats emergeixen d’un
tub estret anomenat col-limador i glopegen el cristall per produir un patré de difraccio,

el qual es grava al detector de raigs X.

Per a una recollida de raigs X correcte, primer cal determinar la simetria del
cristall, el parametres de la cel-1a unitat, I’orientacié del cristall i el limit de resolucid.
Aquesta informaci6 ens permet establir una estrateégia de recollida que maximitzi tant la

resolucid com la completesa del conjunt de dades.

El metode de recollida consisteix en rotar el cristall a un augment d’angle petit i
fix, tipicament 1°, i gravar el patré de difraccié de raigs X que es genera a cada pas. Si
el patrd de difraccié esta molt ple, amb les diferents taques de difraccié molt juntes, cal
reduir I’angle de rotacié de manera que cada punt pugui ser resolt a la imatge. Com més
baixa sigui la simetria del cristall, més dades s’han de recollir. S’usen programes
d’indexat, MOSFLM o XDS, per predir el grau de rotacid, temps d’exposicié i imatges

que cal recollir per obtenir un conjunt de dades complert.
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1.3 Processament de les dades de difraccio

El conjunt de imatges obtingudes durant la recollida de dades difraccié de raigs
X s’ha de processar per tal d’obtenir un fitxer amb totes les reflexions mesurades. Cada
reflexié prové d’un pla de difraccié i té una intensitat propia que depen de la quantitat
de densitat electronica que conté el pla. Aquest fitxer de reflexions conté les intensitats

corresponents a cada pla i és necessari per a qualsevol calcul cristal-lografic.

1.3.1 Indexat, integracio i escalat

El processament de les dades el podem dividir en tres etapes: indexat, integracio
i escalat. El procés d’indexat consisteix en determinar el grup espacial, I’orientacié del
cristall i la seva cel-la unitat a partir de les imatges de difracci6. Aix0 ens permetra

assignar a cada imatge una orientacio, i a cada reflexio el seu index de Miller hkl.

El segiient pas €s la integracid, que consisteix en mesurar la intensitat de cada
reflexié particular, tot ajustant la distribucié d’intensitat a una gaussiana. Cada reflexi6
s’envolta d’una caixa que s’utilitzara per calcular el soroll de fons associat a cada
reflexié i mesura d’intensitat. Aixo es fa degut a que el soroll de fons no és homogeni
en tota la superficie de la imatge i, a més, a determinades zones d’aquesta s’observen
ombres o difraccié difusa produides pel solvent desordenat del cristall. Tot el conjunt de
mesures es recull en un fitxer que conté, entre d’altres, els indexs de cada reflexid, amb
la seva intensitat integrada i la seva desviacid estandard. Tots aquests parametres

s’utilitzaran en el segiient pas, que és 1’escalat de les dades.

L’escalat tracta de promitjar totes les reflexions repetides recollides i reconstruir
les que estan disperses en varies imatges a causa de la mosaicitat. Petites variacions en
el temps d’exposicid, la intensitat del feix o el dany que pateix el cristall al llarg de la
recollida, fan que calgui aplicar un factor d’escala entre reflexions recollides en
diferents imatges. Si estem recollint un experiment de tipus MAD, durant I’escalat s’han
de tenir en compte els parells de Bijvoet, ja que en aquest cas no es complira la llei de

Friedel i les reflexions oposades no tindran la mateixa amplitud.
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Les dades de tots els cristalls recollits ens aquest treball van ser indexades i
integrades amb el programa XDS (Kabsch 1993) i promitjades i escalades amb el
programa XSCALE (Kabsch 1993) o SCALA (Evans 1993).

2. Resolucio de I'estructura

Per tal de determinar I’estructura, primer cal resoldre el problema de la fase, és a
dir, cal obtenir alguna informaci6 de fase. Per a la determinacié d’estructures de
proteina, aixo es pot fer basicament de dues varies maneres: pertorbant I’estructura i el
patré de difraccié (reemplagament isomorfic i dispersié anomala) o emprant estructures
conegudes similars per inferir uns valors de fase inicials (reemplagament molecular).
També es poden usar metodes directes per estimar les fases, perd aix0 només es

possible per estructures petites.

2.1 Meétodes directes

Els metodes directes es basen en la positivitat 1 1’atomicitat de la densitat
electronica. Si s’assumeix que un cristall esta fet per atoms de forma similar i que tots
tenen densitats electroniques positives, llavors existeixen relacions estadistiques entre
els conjunts de factors d’estructura. Aquestes relacions estadistiques poden emprar-se

per deduir els possibles valors de les fases.

Els metodes directes exploten aquestes relacions, i es poden utilitzar per resoldre
estructures de molecules petites. Malauradament, aquestes relacions estadistiques
esdevenen més febles a mesura que el nombre d’atoms augmenta, i els metodes directes
estan limitats a estructures amb, com a maxim, uns pocs centenars d atoms a la cel-la
unitat. Encara que hi ha avencos que incrementen aquests limits, particularment per a
cristalls que difracten fins a molt alta resolucid (1.21& o millor), els metodes directes no

son generalment aplicables a la immensa majoria d’estructures cristal-lines. De totes
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maneres, sén molt utils en el context dels metodes de fasejat experimental, com ara el
reemplacament molecular i la dispersié anomala, doncs s’empren rutinariament per

trobar la subestructura d’atoms pesats dins de la xarxa cristal-lina.

En aquest treball s’han utilitzant els programes de metodes directes SHAKE &
BAKE (Miller et al. 1994), SHELXD (Uson et al. 1999; Schneider et al. 2002) i
SHARP (Abrahams et al. 1996) per trobar les posicions dels atoms pesats i els
programes SHELXE (Sheldrick 2008) i ACORN (Yao 2002) en la subsegiient

determinaci6 de fase a partir d’aquesta subestructura.

2.2 Reemplacament molecular:

Si es coneixen les coordenades d’una proteina similar es pot provar de resoldre
I’estructura per reemplacament molecular (molecular replacement), metode que implica
rotar i traslladar el model dins del nou sistema cristal-li fins obtenir una bon
aparellament amb les dades experimentals. Com a regla general, es necessita una
identitat de seqiiencia superior al 25% entre els aminoacids del model 1 els de
I’estructura a resoldre, encara que hi ha excepcions. Si es té exit, es poden calcular
llavors les amplituds i les fases a partir d’aquesta solucid, el que ens permet, amb les

amplituds experimentals, calcular un mapa de densitat electronica.

Normalment, s’utilitzen metodes de Patterson per obtenir primer 1’orientaci6 del
model a la nova cel-la unitat i després la translacié del model correctament orientat

relativa a I’origen de la nova cel-la unitat.
En aquest treball s’utilitzaren els programes AMoRe (Navaza 1994), Phaser

(McCoy et al. 2007) i MolRep (Vagin et al. 1997) per les cerques mitjancgant la técnica

del reemplacament molecular.
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2.3 Reemplacament isomorfic

Si no es disposa d’un model inicial, es pot utilitzar el reemplagcament isomorfic,
en el qual un o més atoms pesants son introduits a llocs especifics de la cel-la unitat

sense pertorbar la xarxa cristal-lina.

El reemplagcament molecular es basa en que les proteines i els acids nucleics
estan formats gairebé enterament per atoms amb nombres atdomics (Z) inferiors a 16, i
majoritariament amb Z < 9. Els diferents atoms contribueixen a la intensitat dispersada
en proporcié al quadrat del nombre d’electrons que contenen. Per exemple, un atom
d’urani conté 15 vegades més electrons que un atom de carboni, per tant, la seva
contribucié a la intensitat sera I’equivalent a 225 atoms de carboni. Per tant, si hi ha un
petit nombre d’atoms pesats dins I’estructura cristal-lina, el patré de difraccié estara
significativament pertorbat en relaci6 amb el patrd generat per 1’estructura nativa, que

només conté els atoms lleugers.

Per resoldre una estructura per reemplacament isomorfic cal mesurar dades de
difraccié generades per cristalls de proteina sense derivatitzar (dades natives) 1 dades
amb I’atom pesat unit a la xarxa cristal-lina. Mesurant les diferéncies en les intensitats
dels punts per a cada reflexié del patré de difraccié €s possible derivar una estima de
I’angle de fase emprant metodes de sumacid de vectors. Les diferencies en les
intensitats dispersades reflexaran majoritariament la contribucié dels atoms pesats, i
aquestes diferencies poden ser emprades per, per exemple, calcular un mapa de
Patterson. Com només hi ha uns poc atoms pesats, aquest mapa de Patterson sera
relativament senzill i facil d’interpretar. Alternativament, es poden aplicar metodes
directes a les diferencies en les intensitats. Una vegada es coneix la localitzacié dels
atoms pesats al cristall, es pot calcular la seva contribucié als factors d’estructura. Aixo

permet deduir els possibles valors dels angles de fase de la proteina.

Per a poder emprar aquesta tecnica, cal que la cel-la unitat corresponent al
cristall natiu, aixi com I’estructura i I’orientaci6 de la proteina, romangui inalterada per
I’addicié dels atoms pesats. Aix0 és el que anomenem isomorfisme. Si I’atom pesat no

canvia la xarxa cristal-lina ni la resta de 1’estructura, llavors el factor d’estructura
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estimat pel cristall de derivat (Fpy) és igual a la suma del factor d’estructura de la
proteina (Fp) i el factor d’estructura de I’atom pesat (Fy). Com els factors d’estructura
poden ser representats com a vectors, aquesta equacio defineix un triangle. Coneixem la
llargada i I’orientacié d’una de les cares (Fy), 1 les llargades de les altres dues cares. Hi
ha dues maneres de construir aquest triangle, de manera que hi ha dues fases possibles
per F,. En principi, I’ambigiiitat de fase es pot desfer preparant un segon derivat amb
atoms pesats que s’uneixin a llocs diferents. En aquest cas, la tecnica emprada rep el

nom de reemplacament isomorfic miltiple (MIR).

2.4 Dispersié anomala (anomalous scattering)

La majoria dels electrons que formen un cristall interactuaran amb els raigs X de
manera identica. Si es situen a I’origen del cristall, difractaran amb una fase relativa de

zero. A causa d’aixo, les parelles de punts de difraccié compleixen la llei de Friedel.

El camp electric de 1’ona electromagnetica indueix una oscil-lacié als electrons.
Mentre la freqiiencia de 1’oscil-lacié sigui molt diferent de la freqiiencia natural
d’oscil-lacid, els electrons oscil-laran tots amb la mateixa fase. Aix0 és cert per a la
majoria dels atoms d’un cristall. Pero si és similar a la freqiiencia natural d’oscil-lacio,
llavors es produira un petit canvi tant en 1’amplitud com en la fase de 1’oscil-lacié
induida. Aixo0 és cert per alguns electrons de les capes més internes en alguns atoms, on
I’energia del fotd de raigs X esta propera a I’energia de transicid. El canvi en amplitud i

fase s’anomena difusié anomala (anomalous scattering).

El canvi de fase en la dispersi6 anomala provoca el trencament de la llei de
Friedel. El canvi de fase sempre €s a +90 ° de la contribucié de la dispersié6 andmala,
cosa que provoca el trencament de la simetria entre les amplituds dels parells de Friedel
(Fhx11 Fnxy). Lefecte del scattering anomal depén de que la freqiiencia de 1’oscil-lacié
sigui similar a la freqiiencia natural de I’atom. Per tant, clarament la magnitud de

I’efecte de la dispersié anomala depen de la longitud d’ona dels raigs X.
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2.4.1 Dispersiéo anomala de multiple longitud d’ona (MAD)

Recollint dades de difracci6 a varies longituds d’ona prop del cantell d’absorcié
d’un element del cristall, es pot obtenir informacié de fase analoga a 1’obtinguda per
reemplacament isomorfic. El cantell d’absorcié és 1’energia a la qual 1’absorci6 (f°”)
s’incrementa dramaticament en funcié de I’energia. Aquesta técnica s’anomena
dispersi6 anomala de multiple longitud d’ona (MAD) i és un metode elegant i sovint
molt efectiu que confia enterament en la mesura de les diferéncies anomales produides
per un o més atoms de dispersié anomala en el cristall. Les dades es recullen d’un
mateix cristall normalment a tres longituds d’ona diferents per tal de maximitzar els
efectes d’absorci6 i dispersié. Tipicament, les longituds d’ona s’escullen al pic (L)
d’absorcid, f°’, al punt d’inflexié de la corba d’absorcié (A,), on el terme dispersiu (el
qual és la derivada de la corba f”’) té el seu minim, i a una longitud d’ona remota (A3).
Com aquest metode requereix un font de raigs X sintonitzable, només es pot dur a terme

en un sincrotro.

Els canvis en les amplituds dels factors d’estructura generats per la dispersio
anomala sén generalment petits i necessiten mesures molt acurades de les intensitats. La
forma real de la corba d’absorci6 s’ha de determinar experimentalment amb un scan de
fluorescencia del cristall al sincrotrd, ja que 1’entorn dels dispersors andmals pot afectar
els detalls de I’absorci6. També es necessita una optica excel-lent per donar una
longitud d’ona acurada amb la minima dispersié de longitud d’ona. Normalment, totes
les dades es recullen d’un sol cristall congelat amb alta redundancia per augmentar la
significanca estadistica de les mesures i les dades es recullen amb la maxima

completesa possible.

El reemplacament isomorfic té varis problemes: el no isomorfisme entre cristalls
(canvies en la cel-la unitat, reorientacions de la proteina, canvis conformacionals, canvis
en la salt i els ions de solvent), problemes per localitzar els atoms pesats, problemes per
refinar la posicié dels atoms pesats, la seva ocupancia i els parametres termics i els
errors en les mesures d’intensitats. L’ds del metode de MAD resolt els problemes de no

isomorfisme, doncs totes les dades es recullen d’un mateix cristall.
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2.4.2 Dispersiéo anomala a una sola longitud d’ona: SAD

També es possible recollir dades només a una sola longitud d’ona, normalment
el pic d’absorcid, i usar els protocols de modificaci6é de densitat per trencar 1’ambigiiitat

de fase i donar mapes interpretables.
2.4.3 Combinar reemplacament isomorfic i dispersié anomala

La dispersi6 anomala pot utilitzar-se per trencar 1’ambigiiitat de fase en un
experiment de reemplacament isomorfic senzill, donant lloc a un SIRAS
(reemplacament isomorfic senzill amb dispersié anomala). Degut a I’avancament de 90°
en la fase del terme f’, la dispersié anomala déna informacié de fase ortogonal al terme
isomorfic. L’ds de reemplacament isomorfic multiple combinant amb la dispersid
anomala s’anomena MIRAS (reemplacament isomorfic multiple amb dispersi

anomala).

3. Calcul del mapa de densitat electronica

La resolucié del problema de les fases permet visualitzar el mapa de densitat
electronica de I’estructura que s’esta determinant. El mapa de densitat electronica és la
transformada de Fourier dels factors d’estructura, amb les seves corresponents fases. La
transformada de Fourier (que es mostra a la figura M.9) es calcula com un conjunt de

valors de densitat electronica a cada punt de la malla tridimensional.

ikl | cos 277(hx + ky + Iz — p(hk ))

ploz)=1 3

ko

Figura M.9: Funci6 de la densitat electronica. Esta definida a cada punt de la cel-la unitat, de
coordenades x,y,z. Representa la transformada de Fourier entre I'espai real, definit per p(xyz), i
I'espai reciproc, definit pels factors d’estructura F(hkl).
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La densitat electronica en un punt ve determinada per la informaci6 que
contenen tots els factors d’estructura i a la inversa, cada valor d’un factor d’estructura
(modul i fase) ve determinat per les posicions de tots els atoms que formen 1’estructura.
Igualment, la qualitat d’'un mapa de densitat electronica depen de I’exactitud de les
dades de difraccid, la qualitat de les fases determinades i la resolucié, de manera que al

augmentar aquests parametres, major és el detall al qual s’observa el mapa.

4. Millora de les fases

Es rar que les fases determinades experimentalment siguin suficientment
acurades per donar un mapa de densitat electronica completament interpretable. Les
fases experimentals normalment sén només el punt de partida per la millora de les fases
emprant una gran varietat de metodes de modificacié de densitat, els quals es basen
majoritariament en la idea de que es coneixen algunes de les caracteristiques que un bon
mapa de densitat electronica hauria de tenir i que, per tant, si es canvia el mapa per a
que s’assembli més a I'ideal, les fases calculades a partir d’aquest mapa seran més
acurades que les fases originals. L’aplanament del solvent (solvent flattening), la
concordanca en histograma (histogram matching) i el mitjanat no-cristal-lografic (NCS
averaging) son les principals tecniques usades per modificar la densitat electronica 1
millorar les fases. Aquests metodes es troben a dins de programes com DMMULTI

(Cowtan 1994), RESOLVE (Terwilliger 2000) i CNS (Abrahams et al. 1996).

La modificacié de densitat normalment €s un procediment ciclic que comporta
tornar a transformar el mapa de densitat electronica modificat per generar fases
modificades, recombinar aquestes fases amb fases experimentals (per no llencar la
realitat experimental) i el calcul d’un nou mapa que després es torna a modificar, de

manera que el cicle continua fins que s’assoleix convergencia.

Aquests metodes també es poden usar per proporcionar fases més enlla de la
resolucié per a la qual hi havia informacié de fases experimentals, assumint que es

disposa de dades natives de major resolucié. En aquests casos, el mapa modificat es
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torna a transformar a una resolucié lleugerament major a cada cicle per proporcionar

noves fases per les reflexions de més alta resolucid.

4.1 Aplanament de solvent

En un cristall tipic de proteina, al voltant de la meitat del volum esta ocupat per
molecules de proteina ben ordenades, mentre que 1’altre meitat esta ocupada per solvent
desordenat. El solvent desordenat hauria de tenir una densitat electronica plana, sense
cap forma, per tant, si hi ha formes a la zona del solvent segurament sén degudes a
errors en la fase. Si la densitat del mapa es modifica de manera que la regi6 del solvent
s’aplana, les fases corresponents seran més acurades. El solvent flattening és una tecnica
molt poderosa que treu la densitat electronica negativa i posa el valor de densitat
electronica a les regions de solvent a un valor tipic de 0.33¢A™, que contrasta amb una
densitat electronica tipica per proteina de 0.43¢A. S’empren metodes automatics per
definir la frontera entre proteina i solvent, primer desenvolupats per Wang (1985) 1

després estesos a I’espai reciproc per Leslie (1988).

4.2 Mitjanat

Freqiientment les proteines cristal-litzen amb més d’una copia a la unitat
asimetrica de la cel-la unitat del cristall. En altres casos, les proteines cristal-litzen en
diferents formes cristal-lines. S’espera que quan la mateixa proteina apareix a diferents
llocs en un mapa de densitat electronica (o a mapes de diferents cristalls), la densitat
sigui més o menys la mateixa a cada copia. Tal i com passava per al solvent flattening,
si hi ha diferencies possiblement son degudes a errors a les fases. Aquest metode
realitza un mitjanat a la densitat, de manera que es cancel-len alguns dels errors

aleatoris i, per tant, s’incrementa la fidelitat de les fases corresponents.

4.3 Histogram matching

L’ histogram matching altera els valors de punts de densitat electronica per a que

concordin amb la distribuci6 esperada de valors de densitat electronica.
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5. Construccio del model atomic

Es el procés durant el qual el mapa de densitat electronica és interpretat en
termes d’un conjunt de coordenades atdmiques. Es més senzill en el reemplacament
molecular perque ja es t€ un conjunt de coordenades atomiques per treballar. En el cas

del reemplacament isomorfic, només es t€ un mapa i cal construir un model.

Per construir aquest model atdmic, normalment, es col-loca un esquelet proteic a
I’interior del mapa de densitat electronica i, a mesura que la resolucié ho permet, es va
insertant la seqiicncia aminoacidica. La quantitat de detall visible depen de la resolucid i

de la qualitat de les fases.

Quan es té un model preliminar, es refina contra les dades experimentals. Aix0
millora les fases, cosa que genera mapes més clars i, per tant, models millors.
Normalment, es segueix aquest cicle varies vegades fins que no es poden obtenir més

millores o molt petites.

5.1 Fitejat automatic i refinat

Es pot considerar una altra forma de modificacié de la densitat. Les estructures
de proteina estan fetes d’atoms. Si la densitat pot ser interpretada en termes d’un model
atomic (i els atoms es col-loquen més o menys al lloc correcte), la distribucié de
densitat estara més propera a la realitat i les fases corresponents seran de nou més
acurades. Com es coneixen molts parametres que determinen com els atoms estan
col-locats uns respecte als altres en una proteina (distancies d’enllag, angles d’enllac, la
connectivitat quimica definida per la seqiiencia aminoacidica), es pot explotar molt
aquesta informaci6 alhora de construir un model atomic. A partir dels primers mapes de
densitat electronica interpretables, s’aplica iterativament la construccié del model dins
d’un mapa de densitat electronica seguit d’un refinat per assolir una major concordanga
del model amb les dades de difraccié observades. Llavors les noves fases millorades

s’empren per calcular un mapa nou i millor. Opcionalment, altres tecniques de
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modificacié de densitat (com ara el mitjanat i I’aplanament de solvent) es poden aplicar

abans que a cada nou cicle es comenci amb la construccié d’un nou model.

5.1.1 Parametres estadistics

Durant el procés d’afinat, o al acabar-lo, es poden analitzar varis parametres
estadistics per comprovar la qualitat del model atomic. Dos d’aquests parametres son els
valors del factor R i el factor de Ryjye, €ls quals proporcionen una bona mesura de la
qualitat d’encaix entre el model i les dades experimentals. El factor R es calcula segons
la segiient equacio Reycior = Y hkillFobsl-kIFcaicll/d nxiFobsl, on Fops €s 1’amplitud obsevada del
factor d’estructura, F.y. I’amplitud calculada (a partir del model actual) del factor
d’estructura i k €s un factor d’escala. Aixi doncs, es tracta d’un index de la desviacio
entre les amplituds observades (Fqys) 1 les calculades (F.,c). El factor Ry €s calcula
d’igual manera, perd només emprant un petit percentatge de les dades, el qual es manté
a part i no s’usa mai pel afinat i, conseqiientment, es considera una estima no esbiaxada
de la concordanca entre el model i les dades. El conjunt de reflexions que es mantindran
a part i seran emprades per calcular el factor Ry, €s seleccionem aleatoriament entre
un 5 i un 10% de les reflexions totals del conjunt de dades. El factor Ryjye normalment

té un valor lleugerament superior al R factor.

Els factors R s’utilitzen com a indicadors de qualitat durant tot el procés d’afinat
i, especialment, al final d’aquest. Un augment en el factor R indica que les
modificacions introduides al model atomic durant el cicle d’afinat ha empitjorat la
correlacié d’aquest model amb les dades experimentals. El valor del factor Ry, serveix

de control intern.
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RESULTATS

Per a una major claredat, els resultats es divideixen en quatre apartats, cadascun

dels quals correspon integrament a una de les proteines estudiades en aquest treball.

La primera part correspon a la DnaB d’Aquifex aeolicus sencera, la segona a la
DnaB de Thermotoga maritima sencera, la tercera al domini C-terminal d’Aq_DnaB i la

quarta a la forma curta d’Aq_DnaB, Aq_DnaB[1-439].
Cada part inclou el clonatge, expressid, purificacié i cristal-litzaci6 de la

proteina, aixi com, en el cas d’Aq_DnaB[1-439], la recollida de dades de difracci6 i

resoluciod de 1’estructura tridimensional.
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1. DnaB d’Aquifex aeolicus sencera: Aq_DnaB

1.1 Clonatge

El gen complert codificant per 1’helicasa replicativa DnaB es va clonar a partir

de DNA genomic d’A. aeolicus. El gen sencer té€ 1407 bases.

Mitjancant una reaccié de PCR emprant els encebador Fw-Aq 1 Rv-Aq (descrits
a la taula M.2 de materials i metodes) es va amplificar el gen aqg_dnab i es van
incorporar les dianes de tall dels enzims de restriccié Ncol i Xhol flanquejant-lo. Per a
poder incorporar la diana de Ncol a 'extrem 5’ del gen, es va generar una mutacié a
alanina del segon residu de la proteina (GIn2). La incorporacié de la diana de Xhol a
I’extrem 3’ no suposa cap canvi en la seqiiencia nucleotidica d’aq_dnab perque
I’encebador Rv-Aq era complementari a un regié genica riu avall del codé de parada

que marca el final del gen.

La reacci6é de PCR, tot i generar una banda tnica de la mida adequada, no tenia
un rendiment gaire elevat. Aix0 presentava problemes a I’hora de clonar aquest gen al
vector d’expressié mitjancant reaccions successives de digestio i lligaci6, doncs la
quantitat d’insert després de I’etapa de digesti6 era massa petita per a que la reacci6 de
lligacié funciones correctament. Per superar aquest entrebanc, es decidi clonar el
producte de PCR primer al vector de clonatge pGFPCR, que no necessita un pas previ
de digestié de I’insert, doncs es tracta d’una lligacié d’extrems roms, i alhora permetia
una nova amplificaci6 del gen d’interes (per transformacio a una soca d’E. coli es poden
realitzar facilment preparacions plasmidiques). En un segon pas, s’extreia l’insert
d’aquest vector per digestié doble amb els enzims de restriccid pels que s’havien

incorporat dianes durant la PCR i, finalment, es Iligava al vector d’expressié pET28a.
Es va comprovar mitjancant seqiienciacié que el gen aq_dnab es trobava

correctament inserit al vector d’expressio i que no presentava mutacions no desitjades

generades durant I’etapa d’amplificacio.
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1.2 Expressio

En primer lloc es comprova que s’obtenia sobreexpressié de la proteina
Aqg_DnaB mitjancant proves d’expressid0 en minicultius de 4ml de medi LB en
condicions astringents i emprant la soca d’expressié més comu, E. ccoli BL21(DE3). A
la figura R.1 es mostra el gel SDS-PAGE, on es pot veure una banda de sobreexpressio
de pes molecular aparent aproximat de més de 50 kDa, que es correspon amb I’esperat

per a aquesta proteina (53,6 KDa).

Tot TO
g 150 EDa
B | SEEDa
B 64 EDa
Aq_Dnall L Figura R.1: Analisi de la sobreexpressiéo de la proteina
— S 50 KDa Ag_DnaB per SDS-PAGE. Les mostres corresponen a cultius
, i) dE. coli BL21 (DE3) transformats amb el vector

o 6ED= ETD8[AQ DnaB] de 4 ml de medi LB induits a un valor
'E . 10EDs d’absorbancia a 600 nm de 0.5 amb 2 mM IPTG. TO: abans
| == £ d’induir. Tot: mostra a les 4 hores d’haver induit el cultiu. Es
| 16 D= marca amb una fletxa vermella la banda assignada a

m 6 KDa Aq_DnaB.

Tot seguit, es realitzaren proves pilot d’expressié per determinar la quantitat de
proteina que s’expressava de forma soluble a diferents temperatures, concentracions d’
IPTG i temps d’inducci6. Es determina que la millor temperatura era 17°C i
concentracions d’inductor molt baixes (entre 0.1 i 0.25 mM d’IPTG). Igualment es
determina que la durada optima de la inducci6 era de 2 dies, doncs la proteina no es
degradava 1, al allargar I'etapa d’induccid, s’aconseguia major quantitat final de

proteina.

També es realitza una prova amb dues soques més, E. coli BL21(DE3) pLysS i
E. coli Rosetta (DE3), per determinar si en aquestes s’incrementava I’expressi6 i/o la
solubilitat de la proteina. L’expressié era equivalent a totes tres soques i la solubilitat
amb E. coli BL21(DE3) pLysS era menor i amb Rosetta similar. Es decidi treballar amb
la soca normal perque era més facil 1 rapid créixer els cultius, doncs calien menys

antibiotics per mantenir els vectors de forma estable als cultius bacterians.
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1.3 Purificacio

Per al tamp6 de resuspensio cel-lular, ens vam basar en la literatura existent per
a formular un tampd inicial. Estava basat en fosfat perque aquest era el tampd més
adequat per a I’etapa de xoc termic. El pH era de 7.6 perque es volia afavorir al maxim
I’homogeneitat de la mostra i estudis de microscopia electronica havien mostrat que a
valors superiors a 8 o inferiors a 7 la viabilitat dels hexamers de DnaB disminuia

considerablement (Donate et al. 2000).

Posteriorment, en 1’etapa d’optimitzaci6 es va fer un cribatge de condicions de
diferents pH, concentracions de sal i preséncia d’agents solubilitzants. Es va decidir
augmentar lleugerament la concentracié de sal al tamp6 d’extraccié i deixar tots els
altres parametres iguals, doncs només en condicions desnaturalitzants (presencia d’urea
a 4-5 M) s’aconseguia recuperar més proteina a la fraccié soluble i no es va considerar
oporti realitzar protocols de refolding donada la mida i I’estructura quaternaria

hexamerica de DnaB.

Tal i com es descriu a metodes, la mostra proteica es va extreure per sonicacio i
clarificar per centrifugacié. S’elimina el DNA genomic per digesti6 amb DNasa i
posterior precipitacié amb el polimer PEI i es sotmeté la mostra a xoc teérmic, etapa en
que s’aprofita el fet de treballar amb una proteina de termofil expressada en un
organisme mesofil. Es varen provar diferents temperatures i temps, fins a trobar aquells
que permetien recuperar la major quantitat de proteina Aq_DnaB i el més pura possible.
Tal i com es veu a la figura R.2a, aquesta etapa aconsegueix eliminar moltes proteines
contaminants i enriquir la mostra en la proteina d’interes. Una optimitzacid posterior del
xoc termic va determinar que era millor afegir MgCl,, a un concentracié final de 10
mM, abans de I’etapa de xoc teérmic, doncs aixi s’aconseguia eliminar més proteina

contaminant de pes molecular aparent al voltant dels 40 kDa.

La segiient etapa de purificacidé era una columna de bescanvi anionic,
equilibrada amb el tampd Al (descrit a metodes). Aq_DnaB s’eluia a un percentatge de
tampd B1 aproximat de 57%, en un pic ample que, quan s’analitza per SDS_PAGE es

veié contenia majoritariament la proteina d’interes. Si aquest mateix gel es tenyia amb
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bromur d’etidi, es veia que la mostra es trobava contaminada amb acids nucleics. A la
figura R.2 es mostra el cromatograma (2b) i I’analisi de les fraccions eluides (2c) a

I’etapa de bescanvi anionic.
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Figura R.2: Etapes de xoc térmic i de bescanvi anionic de la purificaci6 d’Aq_DnaB. A)
Analisi del tractament de xoc térmic a 80° C durant 30’. I: extracte proteic inicial abans de
sotmetre’l a xoc térmic. F: fraccié soluble després del xoc térmic, aquesta mostra és la que es
carrega a la columna de bescanvi anionic. La fletxa taronja marca la banda corresponent a
Ag_DnaB. B) Perfil cromatografic de I'etapa de bescanvi anionic. Es marca amb una fletxa
taronja el pic on s’elueix Ag_DnaB i les fraccions corresponents al pic estan subratllades.C)
Analisi per SDS-PAGE de les fraccions eluides de (B). Les fraccions del pic on s’elueix
Aqg_DnaB estan marcades amb una franja taronja.

Es reuniren les fraccions més riques en Aq_DnaB 1 aquesta mostra es carrega a
una columna de gel filtraci6 Superose 6 10/300 GL. Primerament, aquesta columna
estava equilibrada a una concentraci6 de sal de 100mM NaCl i es feia al flux estandard
de 0.5 ml/min. Sota aquestes condicions, s’obtenia un pic molt ample que, si
s’analitzava en detall, es veia que estava composat per un primer pic on s’eluia

majoritariament Aq_DnaB que es trobava solapat amb un segon pic molt predominant a
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260 nm, on s’eluia majoritariament DNA. Per tant, sota aquestes condicions
experimentals, aquesta etapa cromatografica no aconseguia alliberar la mostra del DNA
1, conseqiientment, no generava una mostra d’Aq_DnaB prou pura per a la segiient etapa

de cristal-litzacid.

L’etapa de cromatografia d’exclusié molecular es va optimitzar augmentant la
concentracid de sal del tamp6 a 200mM 1 baixant el flux a que es realitzava la columna
a la meitat. Sota aquestes noves condicions, s’aconsegui un pic aillat per Aq_DnaB i
que el DNA contaminant s’eluis en un segon pic més retardat. Es comprova que la
mostra d’Aq_DnaB purificada es trobava lliure d’acids nucleics per tincié amb bromur
d’etidi. A la figura R.3 es mostra el cromatograma i 1’analisi de les fraccions d’aquesta

etapa.

A) __—._:':.-.-J.--_—:.-:.-*_'.-.-'J;m-;:;:-u. o B)

T

Figura R.3: Etapa de cromatografia d’exclusié molecular de la purificacié d’Aq_DnaB. A)
Perfil cromatografic de les fraccions eluies de la Superose 6 10/300 GL. La linea blava és
'absorbancia a 280 nm i la vermella a 260 nm. El primer pic, subratllat en taronja, correspon a
Ag_DnaB. El segon pic, subratllat en blau, és majoritariament DNA. B) Analisi per SDS-PAGE
de les fraccions eluides de (a). L: mostra carregada inicialment a la columna. Els carrils
corresponents a les fraccions del pic on s’elueix Aq_DnaB estan marcades amb una franja
taronja. Les del pic de DNA amb una franja blava.

Finalment, com a pas previ a I’etapa de cristal-litzacid, la mostra d’Aq_DnaB es
va transferir a un tamp6 minim (20mM Tris pH 7.6 100 mM NaCl), es va concentrar a 9

mg/ml i es va filtrar per eliminar impureses particulades.

La identitat de la mostra es va comprovar mitjancant espectrometria de masses,

que indicava un sol pic de la massa esperada per a la proteina.
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El rendiment final de les etapes d’expressi6 i purificaci6 per a la proteina

Aq_DnaB és d’aproximadament 2 mg per a litre de cultiu bacteria inicial.

1.3 Cristal-litzacio

El cribatge de les solucions de cristal-litzaci6 per a Ag-DnaB es va realitzar
integrament en microgotes i manualment. Aixd comporta la utilitzaci6 d’una gran
quantitat de proteina i també que s’empressin diferents rondes de purificacidé, amb

concentracions lleugerament diferents que comprenien valors entre 4 19 mg/ml.

Es van obtenir cristalls petits directament de la condicié 12 del screen Clear
Strategy 1, el qual té la segiient formulacié 25% (p/v) PEG 2000 MME 0.2 mM KBr.
Posteriors optimitzacions d’aquesta condicid van determinar que les millors
concentracions de precipitant eren entre 18 i 20 % (p/v) PEG 2000 MME, la millor sal
acetat de magnesi a 0,25 M i era important tamponar la solucié de cristal-litzacié entre
valors de pH de 7.6 1 7.9. Totes les optimitzacions es varen realitzar en plaques de gota
suspesa, per superar la tendencia d’aquests cristalls a créixer enganxats al plastic de la
base del pou, d’on era molt complicat recuperar-los. A la figura R.4 es mostren

fotografies dels cristalls finals.

20 % (p/v) 2k MME
0.25 M acetat magnesi
50 mM Hepes pH 7.7
2,7 mM C-HEGA-8
6 mg/ml, 20° C

Figura R.4: Cristalls d’Aq_DnaB. S’indiquen les condicions de cristal-litzaci6. La técnica
utilitzada fou la difusié de vapor per gota penjant. Els cristalls que es mostren a la imatge
s’obtingueren en preséncia del detergent C-HEGA-8, que afavoria la formacié de menys
cristalls, més grans.
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Pel que fa al pH, es important destacar que la condicié inicial no estava
tamponada, aixi doncs, hi afectava el tampd que portava la mostra proteica. Quan es
varen repassar els resultats de les restants proves de cristal-litzacid, efectivament

aquelles condicions amb pH superiors a 8 donaven precipitat abundant.

Tot i el seu bon aspecte visual, aquests cristalls eren extremadament fragils i la
seva manipulacié per a crioprotegir-los i muntar-los en loops era molt dificil, doncs
sovint es desintegraven al menor contacte amb el loop o, fins i tot, al provocar corrents a
la gota on havien crescut. Per tal que els cristalls suportessin millor I’estres fisic durant
la seva crioproteccid 1 muntatge, eren rutinariament sotmesos a un procés

d’entrecreuament amb glutaraldehid mitjancant difusié de vapor.

Durant les optimitzacions s’aconseguiren cristalls molt grans i tridimensionals,
pero, malauradament, la qualitat de les dades de difracci6 generades a partir d’ells no va
aconseguir millorar-se. Tots els cristalls d’Aq_DnaB provats difractaven com a maxim
a 7 A, perd normalment a un resolucié menor que rondava els 10 A. La recollida
d’imatges de difracci6 a temperatura ambient no mostra major resolucid, indicant que
no es tractava d’un problema de congelat sin6 que era degut al desordre intrinsec

d’aquests cristalls.
S’abandona aquesta proteina després de provar més de 250 cristalls diferents,
crescuts en condicions diferents, optimitzats amb multiples teécniques de millora i

crioprotegits amb diverses combinacions de crioprotectors 1 técniques.

També es va produir i cristal-litzar proteina derivatitzada amb seleno-metionina,

amb la intencid de testar si la qualitat de les dades de difraccié millorava. No va ser aixi.
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2. DnaB de Thermotoga maritima: Th_DnaB

2.1 Clonatge

El gen codificant per a la proteina DnaB sencera, de 1355 pb de llargaria, fou
amplificat mitjancant PCR del genoma de Thermotoga maritima gracies als encebadors
Fw-Th 1 Rv-Th (descrits a materials i metodes). La introducci6 de les dianes de tall per
als enzims de restricci6 Ndel 1 Xmalll flanquejant el gen th_dnab no suposa la

generacid de cap mutacid a la seqiiencia genica original.

El fragment amplificat fou clonat directament als vectors d’expressié pET27b i

pET29a, en ambdos casos entre les dianes de Ndel 1 Xmalll.

La seqiienciacié dels clons positius obtinguts per ambdds vectors d’expressio
mostra que s’havia aconseguit clonar la proteina sencera i que aquesta no presentava

cap mutacio.

2.2 Expressio

Les primeres proves de sobreexpressio de la proteina Th_DnaB a petita escala
permeteren observar que el grau de sobreexpressié era molt elevat, major que per a
Aq_DnaB. Malauradament, la major part de la proteina s’expressava de forma

insoluble, tal i com es mostra a la figura R.5.

Els nivells de sobreexpressié de Th_DnaB, aixi com el percentatge de proteina
que es recuperava de forma soluble, eren equivalents per als dos vectors d’expressié en
que s’havia clonat la seqiiencia codificant per aquesta proteina. Es va decidir treballar

amb el constructe pET27[Th_DnaB], per al qual s’havien obtingut més clons positius.
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Mk To tot Ins Sol

250 kDa

98 kDa

64 kDa
Th_DnaB

50 kDa

36 kDa

30 kDa

16 kDa
6 kDa -

Figura R.5: Proves d’expressio a petita escala de Th_DnaB. Proves d’expressio realitzades
en cultius de 4 ml de medi LB, a 37°C i 2mM IPTG. Es mostra I'analisi per SDS-PAGE, on els
carrils corresponen a: Mk: marcador de pes molecular; To: mostra abans d’induir; Tot: fraccidé
total a les 4 hores d’induccid; Sol: fraccié expressada de manera soluble; Ins: fraccié insoluble.
La fletxa taronja marca la banda corresponent a Th_DnaB de pes molecular aparent coincident
amb l'esperat (52.4 kDa).

Per tal d’intentar optimitzar 1’expressio soluble d’aquesta proteina, es van provar

multiples combinacions de soques d’expressid, medis de cultiu, temperatures i temps

d’induccid i concentracions d’inductor. La taula R.1 detalla les variables testades.

E.coli BL21 (DE3), BL21 (DE3) pLys S, Origami (DE3), BL21 Star

Soques
(DE3), Codon Plus, Rosetta (DE-3), BL21 pT-GroE, Tuner (DE3).
Medis LB, TB, Superior Broth"™, medi d’autoinduccié Overnight Express'
T i temps 37, 30, 25, 20, 17°C. De 2h a dos dies (monitoritzant cada 2-6h)
[IPTG] 0.1,0.2,0.5, 1 mM

Taula R.1: Variables de sobreexpressio provades per a Th_DnaB. Les caracteristiques de
les soques d’expressio, aixi com la composicid dels medis de cultius estan explicades a
materials i métodes. LB: medi Ldria Bernani, TB: medi Terrific Broth.
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A la figura es R.6 mostra el resultat de 1’optimitzacié final, comparant

I’expressio6 soluble a E. coli BL21 (DE3) 1 a E. coli BL21 Tuner (DE3).

BL21 (DE3) Tuner (DE3)

Figura R.6: Optimitzacio de I’expressio de Th_DnaB. Es comparen els nivells de solubilitat
obtinguts emprant: Vermell) la soca normal d’ E. coli BL21(DE3), medi LB, 25°C, 0.1 mM IPTG
i 20 hores d'induccié. Blau) la soca E. coli BL21 Tuner (DE3), medi Superior Broth™, 252 C i
0.1 mM durant 20 hores. Per a cada soca es mostren els carrils corresponents a les fraccions
insolubles (Ins) i solubles (Sol). La fletxa taronja indica la banda corresponent a Th_DnaB.

Aix{i doncs, les condicions d’expressié optimitzades implicaven emprar la soca
E. coli Tuner (DE3), medi de cultiu Superior BrothTM, IPTG a una concentracio final de
0.1 mM 1 realitzar la sobreexpressié a 25° C durant 20 hores. Tot i que amb aquest
protocol s’aconsegui augmentar considerablement el percentatge de proteina Th_DnaB
recuperada de forma soluble, la major part encara continuava expressant-se de manera

insoluble en cossos d’inclusio.
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2.3 Purificacio

Per a I’etapa d’extraccié i clarificaci6 es provaren diferents tampons de
resuspensid cel-lular, seguint una aproximacié semblant a ’emprada per a Aq_DnaB
sencera. Es determina que el millor tampé de resuspensio cel-lular era 50 mM Tris pH

7.6 10% (p/v) sacarosa, 300 mM NaCl, 5 mM DTT, 1 mM EDTA (tamp6 R2).

Quan es realitzava el tractament de xoc termic després d’aquesta etapa, la major
part de la proteina coprecipitava juntament amb la resta de proteines expressades per
I’hoste, fins i tot quan s’empraven tractaments suaus. Aix0 podria ser degut a que 7.

maritima no €s un termofil extrem com és A. aeolicus.

Es decidi carregar directament 1’extracte cel-lular clarificat, prévia precipitacié
del DNA alliberat durant la sonicacid, a una columna de bescanvi anionic, equilibrada
amb el tampd B1. Th_DnaB eluia a un percentatge de tampé B2 del 62 %, formant un
pic aillat. L’analisi de les fraccions corresponents a aquest pic mostra que coeluien dues
contaminants majoritaries, una d’alt pes molecular (> 98 KDa) i una altra de baix pes
molecular (propera als 40 kDa). La figura R.7 mostra aquesta etapa cromatografica i

I’analisi de les fraccions resultants.
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Th_DnaB __ > - w - =
[ Tk -
% g1
| II‘-I: (A} -
S0 L1$I
'"" 124
IR T \ o
o [ “i‘{lr')!‘}-iin::ﬂ}\“hmuké\ﬂkird:uf:"ﬁ?{lgunﬂ: "—?{-‘.u.-“'_" L
r B e S . 4
—

Figura R.7: Etapa de bescanvi anionic de la purificacié de Th_DnaB. A) Perfil cromatografic
de la columna Hitrap Q XL. Es marca amb una fletxa taronja el pic d’absorbancia corresponent
a Th_DnaB i les fraccions d’elucié que el conformen es subratllen en taronja. B) Analisi per
SDS-PAGE de les fraccions cromatografiques corresponents al pic de Th_DnaB (marcades
amb una linea taronja gruixuda). La fletxa taronja indica la banda corresponent a Th_DnaB.
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Per eliminar aquestes dues contaminants, es carrega la mostra a una columna
d’exclusi6 molecular. Th_DnaB elui a un volum corresponent a un hexamer de la
proteina, formant un pic aillat perd0 que tenia lleugers colzes a ambdues bandes. A la
figura R.8 es representa el perfil cromatografic i I’analisi de les fraccions eluides de la

columna Superose 6 10/300 GL.
En aquest punt, la mostra encara presentava algunes proteines contaminats. Es

decidi sotmetre la mostra eluida de la filtracié en gel a un pas de xoc termic suau (10’ a

65° C), que va permetre precipitar les contaminants.

A7 B) C)

& 65°C 10
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Figura R.8: Etapes de gel filtracié i xoc termic de la purificaci6 de Th_DnaB. A)
Cromatograma de la columna Superose 6 10/300 GL. Les fraccions corresponents al pic
d’absorbancia es marquen en blau (colze anterior) i en taronja (pic majoritari). B) Analisi per
SDS-PAGE de les fraccions cromatografiques. Es segueix el mateix codi de colors que a (A).
C) Analisi de la mostra proteica després de I'etapa final de xoc térmic.

La puresa final de la mostra, comprovada per SDS-PAGE tenyit amb blau de
Coomassie (veure figura R.8c), es considera suficient per a I’etapa de cristal-litzacid.

Finalment, la identitat de la proteina es comprova per espectrometria de masses.

El rendiment final de les etapes d’expressié i purificaci6 de Th_DnaB és

aproximadament de 2.3 mg de proteina pura per litre de cultiu bacteria inicial
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2.4 Cristal-litzacio

Les primeres proves de cristal-litzacié per a Th_DnaB es van fer manualment en
microgotes. Posteriorment, es van repetir tots els screens en nanogotes amb el robot de

cristal-litzaci6é Cartesian Microsys 4000 XL.

Es varen provar totes les condicions disponibles a la plataforma automatitzada
de cristal-lografia (PAC) a 4°120° i a tres concentracions diferents de proteina 4, 8 i 11
mg/ml. A la concentracié més baixa, la majoria de les condicions testades resultaven en
gota transparent. En canvi, tant a 8 com a 11 mg/ml s’obtenien tant condicions amb

precipitat cristal-1{ com transparents.

Només s’obtingueren “ericons” (veure figura R.9) en un parell de condicions de
20°C que tenien com a precipitant MPD. Els esfor¢os per intentar millorar aquests
cristalls foren infructuosos, tot i provar multiples combinacions de precipitants, sals,

tampons, concentracions i volums de gota.

Figura R.9: Cristall en eri¢6 de la DnaB de Thermotoga maritima.
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Finalment, es va provar el cross-seeding amb cristalls d’Aq_DnaB esmicolats.
Es varen repetir els screens corresponents a LMB1, LMB2, LMB12 i LMB13, sense
exit. Tampoc funciona la metilacié de les lisines exposades de Th_DnaB, doncs la

mostra metilada no genera noves condicions de cristal-litzacié positives.
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3. Domini C-terminal de la DnaB d’ A. aeolicus:

Aq_DnaB-CT

3.1 Estrategia de clonatge

Donat que els cristalls obtinguts amb la proteina Aq_DnaB sencera no eren de
prou qualitat i no es van poder millorar, es va decidir provar de cristal-litzar només el

domini C-terminal de DnaB.

El punt d’inici d’aquest nou constructe es determina en relaci6 a 1’alineament de
seqiiencia amb 1’estructura coneguda del domini N-terminal de la DnaB d’E. coli (Fass
et al. 1999; Weigelt et al. 1999) i les proves biofisiques de definicié de dominis
descrites a la bibliografia i que s’han detallat a la introduccié d’aquest treball
(Nakayama et al. 1984; Biswas et al. 1994; Miles et al. 1997). A la figura R.10 es
mostra I’alineament de seqiiencia entre les DnaB d’E. coli i A. aeolicus superposat amb
I’estructura secundaria determinada pel domini N-terminal de la proteina d’ E. coli.

Igualment, s’indiquen els limits entre dominis proposats a la bibliografia.

Paral-lelament, es decidi escurcar també la proteina pel seu extrem C-terminal
per tal d’obtenir un domini més compacte, segons les prediccions de desordre i els
alineaments de seqiiencia amb la resta d’helicases DnaB bacterianes descrites (veure

estrategia de clonatge d’Aq_DnaB [1-439]).

Amb aquest doble objectiu es dissenyaren uns encebadors de PCR que permetien
incorporar un codé d’iniciaci6 a la posicié corresponent al residu T151 d’Aq_DnaB i un
codé de parada després del residu E438. Aquest fragment amplificat es clona
directament al vector d’expressié pET29a. Mitjangant seqiienciacié es comprova que
s’havien generat correctament els codons d’iniciacid i parada a les posicions escollides,
que la seqiiencia d’interes es trobava correctament inserida al vector pET29a entre les

dianes per a Ndel i Xhol, i que aquesta no presentava cap mutacio.
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Figura R.10: Alineament de seqiiéncia d’Aq_DnaB enfront la DnaB d’E. coli. Es mostra
'estructura secundaria del domini N-terminal de la DnaB d’E. coli (codi PDB: 1B79)
superposada a l'alineament. Les fletxes grogues indiquen la frontera del domini N-terminal
definida, respectivament, per proteolisi limitada (primera fletxa) i ressonancia magnetica nuclear
(segona fletxa). La regi6é d’enllag entre dominis s’havia estimat d’uns 45 residus de llargaria.
Les fletxes blaves indiquen I'aminoacid d’inici i de final del constructe Aq_DnaB-CT.
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3.2 Expressio

El protocol d’expressié d’Aq_DnaB-CT es va basar en el préviament determinat
per a la proteina Aq_DnaB sencera. S’empra la soca E. coli BL21 (DE3), LB com a
medi de cultiu, una temperatura d’expressié de 17°C, una concentraci6 final d’inductor

de 0.1 mM i un temps d’expressié total de 3 dies.

3.3 Purificacio

Les etapes d’extraccio 1 clarificacié es van fer igual que per a la proteina
sencera, adaptant I’etapa de xoc termic a la sensibilitat del nou constructe proteic: 75°C

durant 15°.

Ara bé, calgué modificar el protocol de purificacié cromatografica degut a que el
pH emprat per I’extraccid i el xoc termic (pH 7.6) es trobava molt proper al punt
isoelectric teoric d’Aq_DnaB-CT, que és de 7.74. Aix0 presentava problemes a I’etapa
de bescanvi ionic, doncs per a que aquesta estrategia de purificacié funcioni
correctament cal que la proteina presenti una carrega neta total no propera a la
neutralitat, cosa que implica una diferencia minima de 0.5-1 unitats entre el pH de

treball 1 el pl de la proteina que es vol separar.

Per a superar aquest entrebanc, es dissenya un protocol d’optimitzacié en que es
provaren tampons amb vuit valors de pH diferents (de 5.5 a 9) i, conseqiientment,
bescanviadors cationics i anionics per a la primera etapa cromatografica. Durant aquesta
optimitzacid, el tamp6 en que s’havia realitzat el xoc térmic era substituit mitjangant
dialisi seqiiencial per I’adequat per aquesta etapa cromatografica. Aix0 provoca la
precipitacié de part de la mostra en alguns dels canvis de tampd, especialment quan

s’empraven tampons amb valors de pH molt basics.

A la figura R.11 s’esquematitzen els passos de dialisi seguits per aconseguir
portar la mostra inicial als vuits valors de pHs que es provaren, alhora que s’indica si es

produi precipitacié de la mostra en algun d’ells.
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tampo fosfat

2h ‘ pH 7.6 | 2h

Bis-Tris Tris-HCI
pH 7 (x2) pH 7.6 (x2)

¢ 2h o/nl l 2h o/nl

Bis-Tris Bis-Tris Tris-HCI Tris-HCI
pH 6.5 pH 6 pH 8 pH 8.5
lo/n lo/n
Bis-Tris Tris-HCI
pH 5.5 pH 9
LN 4 - w4
N N
Hitrap S Hitrap Q

Figura R.11: Esquema de les etapes de dialisi prévies a la columna de bescanvi ionic. Les
fletxes representen passos de didlisi, s'indica en cada cas la durada d’aquests. Tot el procés es
realitza a 4°C i en agitacié suau. Es provaren tampons a 8 valors de pH diferents. Els de la part
esquerra del grafic (pHs 7, 6.5, 6 i 5.5) eren adequats per a carregar la mostra a un columna de
bescanvi cationic. Els de la part dreta (pHs 7.6, 8, 8.5 i 9), per a bescanvi anionic. Per a la
composicié detallada dels tampons, consultar I'apartat de materials i métodes El simbol (x2)
indica que, per a les mostres a pH final de 7 i 7.6, es realitzaren dos canvis de dialisi de 2h
cadascun. S’indiquen els canvis de dialisi durant els quals es produi precipitacié de la mostra
proteica amb els simbols: * lleugera, ** abundant, *** molt abundant.

Cal remarcar que també es prova de fer directament 1’extraccié de la proteina al
pH que s’empraria per a la columna de bescanvi, perd aixd no dona bons resultats,
doncs la quantitat d’Aq_DnaB-CT soluble que es recuperava era menor. Igualment, a
I’etapa de xoc termic es perdia més proteina, particularment a valors de pH superiors a

8, on no es pot emprar fosfat com agent tamponador.
Quan s’empraven intercanviadors anionics, la proteina gairebé no s’unia a la

reina, sind que s’eluia a 1’etapa de rentat o molt aviat durant el gradient de for¢a ionica.

A més, no ho feia en un pic aillat, siné amb moltes proteines contaminants. Per tant, es
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descarta aquest metode de purificacid, doncs no era prou resolutiu per separar la

proteina d’interes de les contaminants.

En canvi, la purificaci6 a valors de pH més acids i emprant intercanviadors
cationics dona molt bons resultats, tal i com es mostra a la figura R.12. A 3 dels 4 valors
de pH provats (5.5, 61 6.5) Aq_DnaB-CT s’unia al bescanviador cationic, mentre que la
majoria de les contaminants presents a la mostra inicial no eren retingudes i s’eluien a
I’etapa de rentat. A pH 7, el més proper al pl teoric, la proteina s’unia molt debilment a

la reina i comengava a eluir-se a la part final de 1’etapa de rentat de la columna.

A)

mal

153 L L LT

Figura R.12: Optimitzaci6 de l'etapa de bescanvi cationic per a Aq_DnaB-CT. A)
Superposicié dels perfils cromatografics obtinguts sota les mateixes condicions de flux i
gradient idnic emprant valors de pH diferents: en blau a pH 5.5, en lila a 6 i en vermell a 6.5. B)
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Analisi per SDS-PAGE de les fraccions cromatografiques eluides de la columna equilibrada a
pH 6.5. I: mostra carregada a la columna, R1 i R2: etapes de flow-through.

A la figura R.12 es pot observar com el pic corresponent a Aq_DnaB-CT es
desplaca cap a la dreta a mesura que es disminueix el pH de treball. Aixo indica que la
proteina s’uneix cada vegada amb més forca a la columna, doncs cal més forca idnica
per eluir-la. La proteina s’elueix en tots els casos testats en un sol pic aillat que, quan
s’analitza amb SDS-PAGE, es comprova que presentava molt poques contaminants. Es
va escollir treballar a pH 6 perque la precipitacié de la mostra durant I’etapa de canvi de

tampo per dialisi era menor i, conseqiientment, la recuperacié major.

Després d’aquesta etapa, 1 per tal de comprovar en quin estat oligomeric es
trobava la proteina, es realitza un cromatografia de gel filtracié (Superdex200). La
proteina eluia majoritariament a un pic corresponent a un dimer, per bé que també hi
havia una petita fracci6 de proteina que formava agregats d’alt pes molecular. Si I’etapa
de gel filtraci6 es realitzava a pH al voltant de 7.6, s’eliminava aquest pic d’agregats, es
reduia molt el pic corresponent a dimers d’Aq_DnaB-CT i apareixia un pic majoritari

corresponent a la forma hexamerica de la proteina.

El rendiment final mitja de les etapes d’expressio i purificacié d’Aq_DnaB-CT
€s de 3 mg per litre de cultiu inicial. La identitat de la mostra purificada es comprova

per molecular fingerprinting.

3.4 Cristal‘litzacio

Es realitzaren proves de cristal-litzacié en nanogotes amb les fraccions tant de
dimer a pH 6.5 com d’hexamer a pH 7.6. Es provaren totes les condicions disponibles a
la plataforma automatitzada de cristal-lografia (unes 1500) a dues temperatures diferents
1 varies concentracions proteiques (4 i 8 mg/ml per al dimer i 4, 7 i 11 mg/ml per a
I’hexamer). Per a ambdues formes quaternaries, la majoria de les condicions de

cristal-litzaci6 testades eren gota transparent, tot i incrementar la concentracié fins al
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valor maxim a que es podia concentrar la proteina sense que comences a precipitar (8

mg/ml per la forma dimerica i 11 mg/ml per I’hexamerica).
Finalment, es prova també cross-seeding, emprant com a llavors cristalls de la

proteina Aq_DnaB sencera esmicolats, per als screens de cristal-litzacié més generals,

pero sense exit.
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4. Forma curta de la DnaB d’A. aeolicus:

Aq_DnaB [1-439]

4.1 Estrategia de clonatge

Amb I’objectiu de dissenyar un nou constructe de la proteina Aq_DnaB es va
realitzar una alineament de seqiiencia enfront la resta de proteines DnaB bacterianes
descrites, aixi com una prediccié de desordre i d’estructura secundaria de la proteina
sencera. Es pretenia treballar amb una forma més compacte d’aquesta helicasa,
eliminant les possibles zones no ordenades o altament flexibles, que podrien ser la causa
del baix poder de difraccié dels raigs X que mostraven els cristalls obtinguts amb la

protei‘na sencera.

A la figura R.13 es mostra el resultat dels alineaments de seqiiencia i la prediccié

d’estructura secundaria per Aq_DnaB.

A
Aq DnaB
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A2) Prediccio estructura 2aria
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A3) Alineament de sequencia proteines DnaB bacterianes

Figura R.13a: Analisi bioinformatica d’Aq_DnaB (veure llegenda a la pagina segiient).
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Figura R.13b: Analisi bioinformatica d’Aq_DnaB. A) Esquema general de la prediccio
d’'estructura secundaria, d’accessibilitat al solvent i de l'alineament. A la part superior es
representa la seqiéncia aminoacidica d’Ag_DnaB, en relacié de la qual estan dibuixades la
resta de figures. A1) Representacié de I'accessibilitat al solvent dels diferents residus, com més
blau més accessible. A2) Representacié de l'estructura secundaria on sén les hélix a es
representen com un rectangle vermell, les fulles B com un rectangle groc i la linea senzilla
representa les zones de coiled coil. A3) Alineament global enfront de la resta de DnaB
bacterianes descrites (més de 80 en el moment de fer I'analisi), on la linea taronja superior
representa Aq_DnaB i cada linea blava representa una especie bacteriana diferent. Figura
realitzada amb el programa Predict, que empra PSI-BLAST per I'alineament i PSPRED per a la
prediccid d’estructura secundaria. B) Detall de l'alineament de la regié C-terminal de les
proteines DnaB de diferents espécies respecte a Ag_DnaB, mostrant la conservaciéo de
seqgléncia entre elles. Els organismes representats sén els seglients: Aae: Aquifex aeolicus,
Bst: Bacillus stearothermophilus, Tma: Thermotoga maritima, Eco: Escheria coli, SPP1:
bacteridofag SPP1, Figura realitzada amb el programa ESPrit 2.2.

D’aquest analisi bioinformatic es desprén que la majoria d’helicases replicatives
bacterianes son més curtes que Aq_DnaB, aixi com que la part C-terminal d’aquesta
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proteina és una zona molt exposada al solvent i, segons la prediccié d’estructura

secundaria, es tracta d’una regié molt flexible, doncs es troba en coiled coil.

A la figura R.14 es mostra un resum amb la localitzacié dins la seqiiencia
aminoacidica de la proteina de les zones de desordre predites per a la DnaB d’ A.

aeolicus sencera.
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101 EVCKIVKQRS AQRAIIQLGI ELTIHKGKENK DFHFEEEAS SRIFSIAESA
151 TSTQFYHVKD VAEEVIELIY KFKSSDRLVT GLPSGFTELD LKTTGFHPGD
201 LIILAARPGM GKTAFMLSII YNLAKDEGKP SAVEFSLEMSK EQLVMRLLSM
251 MSEVPLFKIR SGSISNEDLK KLEASAIELA KYDIYLDDTP ALTTTDLRIR
301 ARKLRKEKEV EFVAVDYLQL LRPPVRKSSR QEEVAEVSRN LKALAKELHI
351 PVMALAQLSR EVEKRSBKRP QLADLRESGQ IEQDADLILF LHRPEYYKKK
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Figura R.14: Prediccio de les zones desordenades d’Aq_DnaB. A) Grafica generada amb el
programa PrDOS on es mostra la probabilitat de desordre al llarg de la cadena aminoacidica
d’Ag_DnaB. La zona més C-terminal de la proteina, aproximadament a partir del residu 439, es
troba clarament per sobre del llindar de significacié. B) Detall de la localitzacié de les zones
desordenades a la seqiencia d’Aq_DnaB. Es mostren en vermell els residus desordenats
predits pel programa PrDOS, subratllats els predits pel programa RONN, en negreta els de
DisEMBL, ressaltats en gris els de Predict SEG low complexity regions i tatxats els predits per
DISOPRED.
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Tots els programes emprats prediuen que la regié més C-terminal de I’helicasa
esta desordenada. Varia lleugerament la llargada d’aquesta zona, per0 la seva
localitzaci6 és al voltant del residu 440. La resta de zones desordenades predites per a
Aqg_DnaB s6n més petites i la seva localitzacié varia significativament depenent del
programa emprat, cosa que indica que sén menys probables i depenen del metode

d’analisi utilitzat.

Aixi doncs, d’aquests dos tipus d’analisis bioinformatiques es poden inferir
basicament dues conclusions de la DnaB d’A. aeolicus:

- que la regié més C-terminal de la proteina sencera esta poc conservada entre les

diferents especies bacterianes, aixi com també a bacteriofags, 1 a la majoria no hi

€s present,

- que aquesta zona C-terminal de la proteina, no conservada entre especies, té una
alta propensié a estar desordenada i no sembla tenir estructura secundaria

definida.

Tenint en compte aquests resultats i per tal d’obtenir una nova forma proteica
amb més propensio a formar cristalls de bona qualitat, es decidi eliminar aquesta zona
C-terminal desordenada 1 no conservada. S’incorpora un codé de parada darrera del
residu Glu439 de la proteina sencera, generant aixi la proteina Aq_DnaB [1-439], a la
qual li manquen els darrers 29 residus a I’extrem C-terminal. S’escolli especificament
aquest residu perque, segons les prediccions d’estructura secundaria, sembla ser I’dltim
d’una helix a i, a partir d’aquest, la zona esta més desestructurada, tal i com mostren les

prediccions de desordre.

La seqiienciacié de dos dels clons positius obtinguts durant I’etapa de clonatge
mostra que en ambdds casos s’havia clonat correctament el gen codificant per a
Aq_DnaB [1-439] al vector d’expressié pET29a, entre les dianes de Ndel i Xhol, i que
la seqiiencia de la proteina d’interés no presentava cap mutacié (llevat del cod6 stop

introduit durant el procés de clonatge).
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4.2 Expressio

El nivell d’expressié dels diferents clons d’Aq_DnaB[1-439] obtinguts es va
testar per escollir aquells que presentessin els nivells de sobreexpressié de la proteina

d’interes més elevats.

A continuacid, es va procedir a la sobreexpressié d’Aq_DnaB[1-439] a gran
escala, modificant lleugerament les condicions optimitzades préviament per a la
proteina sencera. El protocol final emprava la soca E. coli BL21(DE3), una
concentracié d’IPTG de 0.1 mM, una temperatura d’expressié de 15°C 1 un temps total

d’inducci6 de 3 dies.

4.3 Purificacio

El protocol de purificaci6 també es va basar en el previament determinat per a la
proteina sencera, canviant, pero, la temperatura i la durada del xoc termic a 75° C i 15,
doncs aquest constructe presenta una resistencia lleugerament menor a les temperatures

elevades.

La fracci6 soluble després de la precipitacid per tractament termic es va sotmetre
a una cromatografia de bescanvi anionic emprant la columna HitrapQ XL de 5ml,
equilibrada en front el tampd Al i eluida mitjancant un gradient lineal de 22 volums de

columna fins assolir la for¢a ionica del tamp6 B1.
A la figura R.15 es mostra el perfil cromatografic d’aquesta etapa de purificacid,

aixi com I’analisi per SDS-PAGE de I’eficiencia del tractament de xoc térmic previ i de

les fraccions eluides d’aquest primer pas cromatografic.
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Figura R.15: Etapes de xoc térmic i de bescanvi anionic de la purificacié d’Aq_DnaB[1-
439]. A) Analisi per SDS-PAGE de la fraccio expressada de forma soluble i de I'etapa de xoc
termic. El: fraccié expressada de manera soluble; ES: fraccié expressada de forma soluble;
HSI: fracci6 insoluble de I'etapa de xoc térmic; HSS: fracci6 soluble de I'etapa de xoc térmic. B)
Cromatograma de la columna Hitrap Q XL 5ml. La linea blava és el valor d’absorbancia de les
fraccions eluides a 280 nm i la linea marr6 és el percentatge de tamp6 B1 al llarg del gradient
de forca ionica. Es marca amb una fletxa taronja el pic d’absorbancia corresponent a
Ag_DnaBJ[1-439] i les fraccions que el conformen es subratllen també en taronja. C) Analisi de
les fraccions corresponents al pic d’Aq_DnaB[1-439], marcades en taronja com a (B).

Aq_DnaB[1-439] s’elueix al pic d’absorbancia compres entre les fraccions
corresponents a un 60 % de gradient del tampd B1 i n’és la proteina més abundant. Cal
destacar que la relaci6 entre les absorbancies a 260 1 280 nm indica que la mostra conté
contaminacié d’acids nucleics, cosa que també es comprova per tinci6 del gel amb

bromur d’etidi.
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Per tal d’eliminar les darreres contaminacions, tant proteiques com d’acids
nucleics, 1 comprovar que la mostra no estava agregada, es realitza una darrera etapa de
purificacié mitjancant una columna de gel filtracid, el perfil cromatografic 1 I’analisi de

les fraccions eluides de la qual es mostra a la figura R.16.
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Figura R.16: Etapa de cromatografia de gel filtracié de la purificacié d’Aq_DnaB[1-439].
A) Perfil cromatografic de les fraccions eluies de la Superose 6 10/300 GL. La linea blava és
I'absorbancia a 280nm i la vermella a 260 nm. El primer pic, subratllat en taronja, correspon a
Ag_DnaB. El segon pic, subratllat en blau, és majoritariament DNA. B) Andlisi per SDS-PAGE
de les fraccions eluides de (A). |: mostra carregada a la columna. Els carrils corresponents a les
fraccions del pic on s’elueix Ag_DnaB[1-439] estan marcades amb una franja taronja i les del
pic de DNA blava. Les franges sén equivalent a les de (A).

La proteina s’elueix en un sol pic d’absorbancia al volum d’elucié esperat per a
un hexamer d’aquesta proteina. Hi ha un segon pic d’absorbancia, particularment alt per

a 260 nm, corresponent al DNA.

Després d’aquesta etapa de purificacid, la puresa de la mostra es considera
suficient per iniciar I’etapa de cristal-litzacié. Com a pas final, es comprova la identitat
de la mostra mitjangant la técnica de molecular fingerprinting, que dona un score de
998 quan, per aquest cas, un score major de 42 ja identifica la proteina amb una

probabilitat minima del 95%.
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El rendiment mitja de les etapes d’expressié i purificacié és de 1.5 mg de

proteina Aq_DnaB [1-439] pura per litre de cultiu bacteria inicial.

Cal destacar que, per poder produir proteina Aq_DnaB[1-439] derivatitzada amb
seleno-metionina, es van haver de suplementar els cultius amb glucosa i vitamines
aproximadament cada 24h, aixi com augmentar el temps total de sobreexpressio a
quatre dies. Si no es feia aixi, no s’aconseguia sobreexpressiéo d’Aq_DnaB[1-439]. El
rendiment mitja de 1’expressié i la purificacié de la proteina derivatitzada és molt
similar al de la proteina nativa, aproximadament 1.3 mg de proteina amb seleno-

metionina per litre de cultiu bacteria inicial.

4.4 Cristal-litzacio

Durant I’etapa de cribatge es van provar un total de 1530 solucions de
cristal-litzaci6 diferents, a dues temperatures (4° i 20°C) i dues concentracions de
proteina (3.7 1 7.4 mg/ml) diferents. Aix0 representa més de 6000 proves de
cristal-litzacié en nanogotes, de les quals es van obtenir només tres condicions que
generaven microcristalls. A la figura R.17 es mostren les fotografies corresponents a
aquestes tres condicions, aixi com la composicié de la soluci6é de cristal-litzacid, la
concentracié de proteina i la temperatura de la prova. Cal destacar que totes eren proves
de cristal-litzaci6 a 4° C, tenien una sal de magnesi al tampé de cristal-litzaci6é i PEG
com a precipitant. Cap altra condicié genera resultats positius, susceptibles de ser

optimitzats.

Es varen escalar aquestes tres condicions positives a microgota, alhora que
s’optimitzaven les concentracions dels agents precipitants i de la proteina. Es necessari
escalar la prova de cristal-litzacié a volums majors per obtenir cristalls de mida suficient
per a ser sotmesos a difracci6 de raigs X. Malauradament, la condicié C no es va poder
escalar satisfactoriament, doncs les plaques de microgota només produiren precipitat
cristal-1i. Amb les dues altres condicions (A i B) si que s’aconsegui reproduir els

cristalls en microgota.
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A)

Condicio cristal-litzacio:
Crystal-Screen Lite- n° 18
10% (v/v) PEG 8000
0.2 M acetat de magnesi
0.1 M cacodilat sodic pH 6.5

Aq_DnaB [1-439] a 3.7 mg/mi

Temperatura: 4°C

Cristalls al cap de 8-9 dies.
B)
Condici¢ cristal*litzacio:

JBS4 - n° 22

10% (v/v) PEG 8000

0.2 M acetat de magnesi
Aq_DnaB [1-439] a 3.7 mg/mi
Temperatura: 4°C

Cristalls al cap de 10 dies.

C)
Condicio cristal-litzacio:

Index - n° 22

15% (v/v) PEG 3350

0.1 M format de magnesi
Aq_DnaB [1-439] a 3.7 mg/ml

Temperatura: 4°C

Cristalls al cap de 7 dies.

Figura R.17: Condicions de cristal-litzacié positives en el procés de cribatge inicial. Les
gotes de cristal-litzacié tenien un volum de 200 nl i contenien una barreja 1:1 de solucié de
precipitant i solucié de proteina Ag_DnaB [1-439]. La técnica de cristal-litzacié6 emprada fou la
difusié de vapor per gota seguda.

Les condicions A 1 B sén practicament identiques, doncs només difereixen en
que la primera esta tamponada a pH 6.5 i la segona no esta tamponada. Per aixo0 les

millores d’ambdues condicions es feren de manera conjunta, variant la concentracié de
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precipitant i sal i provant diferents valors de pH (de 6 a 8.5). També es va provar de

canviar el tipus de sal i el tipus de PEG.

Quan no es tamponava la condicié de cristal-litzacid, s’obtenien cristalls en
forma de barra. Inicialment, aquest cristalls en forma de barra no estaven complerts,
sind que es veien buits al seu interior. Amb un procés de seeding serial de 4-5 cicles es
van aconseguir barres compactes amb aquesta condicid. La figura R.18 mostra els

cristalls inicials i els finals.

Figura R.18: Cristalls d’Aq_DnaB [1-439] a condicions sense tamponar. A) Primers cristalls
obtinguts, amb la part interior buida. S'utilitzaren com a llavors per a la primera etapa de
seeding. B i C) Cristalls obtinguts, respectivament, a la segona i tercera etapa del seeding
serial. Les barres esdevenen progressivament més grans i compactes, per bé que encara
presenten irregularitats en alguna de les seves cares. D) Cristalls en forma de barra compacta
obtinguts a les darreres etapes del procés de millora. E) Cristall en forma de barra
tridimensional obtingut després de 5 passos de seeding serial. A part de la millora en
tridimensionalitat, també sén de major mida que les primeres barres obtingudes.

Quan es tamponaven les condicions de cristal-litzacid, s’obtenien cristalls més

geometrics. A un pH entre 6.5 i 7.2 s’obtenien cristalls en forma de placa quadrada. A
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valors de pH entre 7.4 1 7.6, s’obtenien cristalls més tridimensionals. La figura R.19

mostra ambdds tipus de cristalls.

A

\

Figura R.19: Cristalls d’Aq_DnaB [1-439] crescuts en condicions de cristal-litzacio
tamponades i cocristalls amb nucleotids. A i B) Cristalls obtinguts a condicions tamponades
a pH 6.5. C i D) Cristalls a condicions tamponades a pH 7.6. E) Cocristall amb ATP-y-S. F)
Cocristall amb ADP.

Tots aquests tipus de cristalls apareixien al cap de més de dues setmanes
d’incubaci6 a les condicions de cristal-litzacid, alguns fins i tot al cap d’un mes. Per
comprovar que no cristal-litzava una forma degradada de la proteina inicial, es
dissolgueren varis cristalls en aigua i es carrega la mostra resultant a un gel SDS-PAGE,
per tal de poder comparar-lo amb la mostra inicial. Es veié que no s’havien generat

bandes addicionals.

També es van realitzar cocristalls amb ADP 1 dos analegs no hidrolitzables
d’ATP: ’AMP-PNP 1 ’ATP-y-S. A la figura R.20 es mostren fotografies d’aquests
cristalls. S’obtenien resultats més reproduibles quan la proteina emprada per a les
proves de cristal-litzacié era previament incubada amb el nucleotid (a la concentracié
final desitjada) durant un minim de lh a temperatura ambient. L’addici6 directe del
nucleotid a la soluci6 de cristal-litzacié mentre es posaven les gotes sovint provocava

que aquest precipités.
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Alternativament, es prova de metilar els residus de lisina exposats de la proteina
Aq_DnaB [1-439]. Aquesta tecnica de millora precristal-litzacié es basa en canviar les
propietats de la superficie de la proteina amb la intenci6 de generar una nova forma que
pugui establir noves xarxes cristal-lines i/o cristalls més ben empaquetats. Es feren de
nou tots els screens, perd no s’obtingueren condicions de cristal-litzacié noves. Els
cristalls que s’obtenien en condicions similars a les de la proteina no metilada no

generaven dades de difraccié de raigs X de major qualitat.

Per ultim, es va provar de cristal-litzar Aq_DnaB [1-439] en complex amb un
DNA monocadena de 21 bases. Tal i com queda pales durant la purificacid, DnaB uneix
DNA de forma inespecifica i s’utilitza aquesta caracteristica per generar el complex.
S’escolli un ssDNA de la llargada que protegeix I’helicasa en experiments d’unié a
ssDNA (Bujalowski et al. 1995; Jezewska et al. 1996), amb una seqiiencia que no
mostres propensio a formar forquetes. Tal i com s’ha descrit a metodes, es barreja en
calent (55° C) a una relaci6 1:1 el ssDNA i I’hexamer de DnaB 1i es purifica el complex
per gel filtraci6. Els cristalls apareixeren en condicions molt semblant als de la proteina
sense DNA. S’optimitzaren afegint una capa d’oli sobre el reservori que contenia la
solucio de cristal-litzaci6 per evitar la sobrenucleacid, que era molt habitual. Els cristalls

finals optimitzats tenien una mida superior als de proteina sola.

4.4.1 Cristalls amb atoms pesants

A part dels multiples soakings amb atoms pesants de cristalls ja formats, que es
descriuran més endavant, per a obtenir un derivat util pel fasejat experimental, es va
cocristal-litzar Aq_DnaB[1-439] amb nucleotids halogenats, que incorporen un atom de
brom o iode, seguint les recomanacions descrites anteriorment per a la formacié de
cocristalls amb nucleotids. Es provaren 4 nucleotids halogenats diferents i, per bé que
s’obtingueren cristalls per a tots ells, els generats amb iode eren molt petits i no

s’aconsegui augmentar la seva mida per seeding, dilucié o emprant olis.

Per a la proteina derivatitzada amb seleno-metionina es realitza un screening

directament al voltant de les condicions de cristal-litzacié de la proteina nativa, amb el
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qual s’obtingueren ja els primers cristalls. La condicié de cristal-litzaci6 final tenia un

percentatge d’agent precipitant lleugerament inferior a les de la proteina nativa.

4.5 Recollida i processament de dades difraccio

4.5.1 Qualitat de les dades de difraccié de les diferents formes cristal-lines

Els cristalls en forma de barra presentaven un poder de difraccié dels raigs X
molt feble, amb una resoluci6 al voltant dels 6 A, que no millorava al aconseguir barres
més compactes. Els diferents protocols de crioproteccié testats no van millorar la

qualitat de les dades de difraccid.

Els cristalls en forma de placa, procedents de condicions de cristal-litzaci6 amb
valors de pH entre 6.5 1 7, generaven patrons de difraccié de major resolucio, entre 4 1 5
A, perd les dades eren molt mosaiques. El millor crioprotector per aquest tipus de

cristall era I’etilenglicol afegit gradualment.

Només els cristalls formats a valors de pH al voltant de 7.6 generaven patrons de
difraccié de qualitat i resolucié acceptable, tot i que sovint calia provar molts cristalls
abans de trobar-ne un que difractes al voltant dels 4 A. Un altre problema de les dades
recollides a partir d’aquests cristalls era que presentaven una severa anisotropia,
difractant fins a 4 A en la direccié millor, perd només fins a uns 6-7 A en I’altre. Es va
decidir treballar només amb aquesta forma cristal-lina, doncs era la que donava millors
resultats i intentar optimitzar-la. Es varen provar diferents protocols d’optimitzacid, que

han estat descrits a la seccié de materials i metodes.

Tot i que alguns cristalls d’Aq_DnaB[1-438] crescuts a pH 7.6 i sotmesos a
deshidratacié van presentar millor resolucid, al voltant de 3.7 A, no es tractava d’un
tractament reproduible 1 s’abandona, doncs també es malmetien nombrosos cristalls

intentant deshidratar-los.
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De totes les tecniques de millora provades, la que dona resultats més
espectaculars va ser I’addicié de nucleotids durant I’etapa de cristal-litzacié. En concret,
quan s’afegia ADP per cocristal-litzacid, s’obtenien cristalls que podien assolir major
mida, generaven patrons de difraccié de resolucié minima a 4 A i que no eren tant
anisotropics. A més, al tractar-se de cristalls més grans, no patien tant severament els
danys per radiaci6 i es podien recollir conjunts de dades més complerts. Posteriors

tractaments de millora d’aquests cristalls no donaren resultat.

4.5.1 Millor conjunt de dades natiu

El millor conjunt de dades per a un cristall natiu es recolli a la linea ID23eh1 del
sincrotré de ’ESRF de Grenoble a partir d’un cocristall amb 0.5 mM ADP crioprotegit
amb etilenglicol al 24 % (p/v) afegit seqiiencialment mitjancant equilibrat per pressié de
vapor en canvis de 6 hores. Els parametres de recollida es mostren a la figura R.20,
juntament amb una imatge de difraccié i una fotografia del cristall pressa durant la

recollida de dades.

Linea: ID23eh1del ESRF
Longitud d'ona: 0.979 A
Distancia detector: 543 mm
Angle de rotacio: 1°
Imatges recollides: 200

Figura R.20: Recollida de dades de difraccio d’Aq_DnaB[1-439] cocristal-litzada amb
ADP. A) Cocristall d’Ag_DnaB[1-439] amb ADP durant la recollida de dades de difracci6. B)
Imatge de difraccié de raigs X generada per aquest cristall. C) Parametres de recollida.
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Les dades varen ser indexades amb el programa XDS i escalades amb XSCALE.

Les estadistiques de processament es mostren a la taula R.2. El cristall pertany al grup

espacial C2, amb uns valors de cel-la unitat afinada de: a = 282.51 A, b =103.31 A, c=
12525 A i p = 102.43°.
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Taula R.2: Estadistiques de processament de les dades de difracciéo d’Aq_DnaB[1-439]
cocristal-litzada amb ADP. Dades processades amb XDS i XSCALE fins a una resolucié de 3.4
Aenel grup espacial C2.

El calcul del parametre de Matthews (Matthews 1968) dona un valor de Vm =

2 -1 < . - . o . N
2.8 A’ Da per a 6 molecules per unitat asimetrica, suggerint la presencia d’un hexamer

de DnaB i un percentatge de contingut de solvent del 65,2 %.

La funcié d’autorotacié (self-rotation) d’aquest conjunt de dades, que es mostra

a la figura R.21, suggereix que la particula presenta simetria tres no cristal-lografica, és

a dir, I’hexamer de DnaB de la cel-1a unitat es trobaria en simetria rotacional C3.
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Figura R.21: Funcio d’autorotacio del millor conjunt de dades natiu. Figura generada amb
el programa MolRep amb els seglients parametres: resolucid6 maxima : 3.00 A; radi: 30.00 A.
Maxim de la funcié de rotacié (theta,phi,chi) : 0.5117E+08 i rms : 0.4386E+07.

4.5.2 Cocristalls amb ssDNA

Els cocristalls d’Aq_DnaB[1-439] amb el DNA de cadena senzilla de 21 pb

presenten una resoluci6 i qualitat de difraccid similars als de proteina sola.

A la taula R.3 es mostren els parametres de recollida i processament del conjunt
de dades de difraccié del millor cocristall amb ssDNA recollit, el qual pertany també al
grup espacial C2 i té els segiients parametres de cel-la unitat afinada: a = 280.12 A, b =

10321 A, c=12470 Ai p = 102.38°.
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SUBSET OF INTENSITY DATA WITH SIGNAL/NOZSE >= 1.0 AS FUNCTION OF RESOLUTICN

RESOLUTION NUMBER OF REFLECTIONS COMPLETENESS R-FACTOR R-FACTOR CCMPARED I/SIGMA  R-meas Rmrgd-F
LIMIT OBSERVED UNIQUE POSSIBLE OF DATA cbserved expected
10.00 10153 1615 2007 80.5% 5.6% T.4% 10253 23.94 6.1% 2.8%
6.00 50388 6980 7006 99.0% 6.2% 7.8% 50388  21.13 6.7% 3.4%
5.00 47972 6373 6463 98.6% 11.9% 12.1% 47972 13.63 12.8% T.0%
4.80 15003 1980 2008 98.6% 13.3% 13.7% 15003  12.03 14.3% 8.0%
4.60 17593 2316 2367 97.8% 14.8% 15.1% 17593 10.€1 15.8% 9.0%
4.40 20597 2708 2787 97.2% 18.9% 19.2% 20597 8.96 20.3¢ 11.2%
4.20 24132 3160 3338 94.7% 27.5% 28.1% 24232 6.71 29.5% 15.5%
4.00 28931 3792 4070 93.2% 40.9% 40.7% 28932 4.91 43.9% 22.2%
3.80 34933 4564 4932 92.5% 55.4% 54.4% 34933 3.78 59.5% 23.1%
3.60 41940 582 6095 90.9% 69.4% 70.0% 41940 2.95 64.4% 28.9%
3.40 37868 5377 7619 83.6% 86.7% 77.9% 37868 2.25 83.6% 36.6%
total 166589 39986 47939 83.4% 8.0% 8.5% 166589 9.20 9.2% 9.9%

Taula R.3: Estadistiques de processament de les dades de difraccié d’Aq_DnaB[1-439]
cocristal-litzada amb ssDNA. Dades processades fins a una resolucié de 3.4 A en el grup
espacial C2, recollides a la linea ID23eh1 del ESRF a una longitud d’ona de 0.8731 A, distancia
de detector de 552 mm, angle de rotacié de 12 i 360° recollits.

4.5.3 Cristalls derivats amb atoms pesant

Es van provar multiples compostos d’atoms pesants per intentar obtenir cristalls
derivats que difractessin i fossin utils per resoldre 1’estructura bé per reemplacament
isomorfic o diferéncies anomales, o combinacions d’ambdues tecniques. La taula R.4
resumeix el resultant dels diferents compostos provats, en quan a si produiren o no

cristalls que generessin patrons de difracci6 acceptables.

Es provaren diversos compostos de lantanids, doncs aquest solen substituir als
ions divalents en proteines que uneixen Mg>* o Ca’* i, per tant, hi havia possibilitats que
s’incorporessin ordenadament a la xarxa cristal-lina. Malauradament, totes les solucions
de lantanids provades (fins 1 tot a concentracions i temps molt baixos) provocaren que

els cristalls s’esquerdessin de manera visible gairebé immediatament.

Els cristalls submergits en solucions de timerosal (Hg) no patien deformacions
visuals ni una disminucié important del seu poder de difraccié de raigs X. Ara bé, tot 1
que donaven un pic de fluorescéncia molt clar al cantell d’absorci6 del Hg, segurament
aquest no s’incorporava ordenadament a I’estructura cristal-lina, doncs no es pogueren

localitzar els atoms pesants.
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Acetat monohidrat de samari (lll) | Lantanid Cristalls s’esquerden a totes les conc.
Nitrat pentahidrat d’ytterbi Lantanid Cristalls s’esquerden a alta conc.
Clorur d’hexahidrat de terbi (Il1) Lantanid Cristalls s’esquerden a totes conc.
Clorur monohidrat de gadolini (lll) | Lantanid Resolucié < 8 A
Trietil acetat de plom Pb Resolucié < 6 A
Nitrat de plom (Il) Pb Resolucié = 5 A perd no completa
Hexacloroosmat (1V) de potassi Os Resolucié < 6 A
Clorur d’or (l1I) Au Precipita en les condicions de cristal-litzacio
Tetracloroaurat de sodi Au No s’incorpora
Tetracloroplatinat de potassi Pt Resolucié < 6 A
Clorur d’etil mercuri Hg Cristalls s’esquerden a totes les conc.
Timerosal Hg Resoluci6 = 4.5 A perd no completa
Tetracloroplatinat (I1) d’amoni Pt Resolucié <7 A
Tetracionoplatinat (Il) de potasi Pt Resolucié < 6 A
Clorur d’'urani U Resolucié = 5.5 A perd no completa
Hexabromur de tantal Cluster Alguns cristalls a resoluci6 = A
Compost de wolfrani Cluster Resolucié <7 A

Taula R.4: Compostos d’atoms pesants provats amb els cristalls d’Aq_DnaB[1-439].

Pel que fa al cluster d’hexabromur de tantal, quan es realitzaven soakings curts a
concentracions altes, s’obtenien cristalls que presentaven una forta senyal de
fluorescencia al cantell d’absorcié del tantal, perd que tenien una qualitat de difracci
molt minsa, poca resolucié (al voltant dels 8 A) i patien un dany per radiacié molt sever.
Els tractaments curts a concentracions baixes o intermedies de la solucié de tantal no
permetien la incorporacié de l’atom pesant. Els soakings llargs a concentracions
mitjanes generaven cristalls que difractaven els raigs X amb una resolucié al voltant
dels 6 A, perd que continuaven patint molt dany per radiacié. Aixd impossibilitava la
recollida de conjunts de dades complerts a partir d’aquests cristalls, doncs, degut a la
poca simetria del grup espacial C2, es necessiten un minim de 180° recollits 1 aquests
cristalls deixaven de generar dades de difraccié als aproximadament 20° (unes 10
exposicions). Finalment, s’aconsegui un cristall sotmes a soaking en una solucié molt

diluida de Tag Brj4 durant 2 dies que difracta fins a una resolucié de 4.6 A Ala figura
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R.22 es mostra una fotografia d’aquest cristall presa durant la recollida de dades de

difraccid, aixi com els parametres d’aquesta.

Parametres de recollida:

Linea: ID23eh1
Distancia detector: 474 mm
Angle de rotacio: 1.5°
Graus recollits: 210°
Longitud d'ona:

- pic: 1.2557 A
- inflexio: 1.2561 A

Figura R.22: Cristall derivatitzat amb bromur de tantal. Es mostra una imatge del cristall
muntat al difractdometre i els parametres de recollida de les dades de difraccié. Els valors de f' i
f” son, respectivament, de -18.5 i 25.1 per al pic, i de -29.5 i 14.5 per a la inflexié.

A la taula R.5 es mostren les estadistiques de processament del pic i la inflexid.
No es va poder recollir una tercera longitud d’ona degut al fort dany per radiacié que
havia patit el cristall. De fet, el conjunt de dades corresponent a la inflexié, que es va
recollir en segon lloc, ja t€ una qualitat global molt pobre i es va tallar a una resolucié

de 6 A durant el processament.

Les dades pertanyen al grup espacial C2 i tenen els segiients parametres de cel-la

unitat afinada: a = 280.68 A, b=102.98 A, c = 12424 A i f = 101.95°.
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Estadistiques de processament de les dades del cristall de tantal recollides al pic d’absorcio

Resolucié | Reflexions | Reflexions | Reflexions | Completesa | R-factor | l/sigma | Rmerge | Senyal
(A) observades uniques possibles observat anomala
10 8872 3173 3672 86.4% 3.7 % 21.21 3.3 % 85 %

8 9988 3500 3538 98.9 % 4.5% 18.14 4.3 % 63 %
7 9907 3428 3545 96.7 % 71 % 12.60 8.0 % 44 %
6.5 7023 2390 2635 90.7 % 12.8 % 8.55 14.8 % 25 %
6 9156 3119 3621 86.1 % 18.2 % 6.28 21.7 % 12 %
5.8 4409 1507 1862 80.9 % 23.4 % 5.45 26.0 % 4 %
55 7406 2506 3268 76.7 % 27.2% 4.62 29.7 % 3%
5.3 5494 1862 2590 71.9 % 33.4 % 3.85 35.2% 3%
5 9687 3269 4728 69.1 % 32.7 % 3.79 34.7 % 6 %
4.8 7604 2597 3857 67.3 % 36.1 % 3.63 39.2% 2%
4.6 8427 2870 4524 63.4 % 37.7 % 3.40 39.6 % 5%
TOTAL 87973 30221 37840 79.9 % 6.4 % 9.02 12.8 % 44 %

Estadistiques de processament de les dades del cristall de tantal recollides a la inflexio

Resolucio | Reflexions | Reflexions | Reflexions | Completesa | R-factor | l/sigma | Rmerge | Senyal
(A) observades uniques possibles observat anomala
10 6732 3473 3672 93.5% 51 % 12.49 5.7 % 44 %
8 6566 3300 3538 96.4 % 7.5 % 9.14 10.3 % 1%
7 6149 3028 3545 87.7 % 18.1 % 5.60 26.0 % 0%
6.5 3817 1903 2635 72.7 % 32.8 % 3.22 42.3 % 1%
6 4417 2216 3621 64.2 % 44.2 % 2.28 54.5 % 4%

TOTAL 27681 13966 17011 82.3 % 9.6 % 3.72 15.6 % 30 %

Taula R.5: Estadistiques de processament de les dades recollides al pic d’absorcio del
cantell del tantal per al cocristalls amb ADP derivatitzat amb Tag Br;4. Dades processades

fins a una resolucio de 4.6 A en el grup espacial C2. També es mostren les estadistiques de
processament de les dades recollides a la inflexid, tot i que la qualitat d’aquestes és molt baixa.

4.6 Resolucio de I'estructura tridimensional

4.6.1 Metodes no experimentals: reemplacament molecular

4.6.1.1 Amb models atomics

Tal i com s’ha descrit a ’apartat de metodes de cristal-lografia de raigs X, la

resolucid del les fases mitjancant la tecnica del reemplacament molecular consisteix en
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inferir un valor inicial per a les fases de I’estructura d’interes a partir d’una estructura
similar coneguda, que €s correctament orientada i posicionada a la cel-la unitat de la
nova estructura. Conseqiientment, per a utilitzar el reemplacament molecular cal

disposar d’un model, com més similar a 1’estructura que es vol resoldre, millor.

Quan es van obtenir els primers conjunts de dades natius per a Aq_DnaB[1-439],
només es disposava d’un model atomic parcial corresponent al domini N-terminal de la
proteina DnaB d’E. coli. Aquest havia estat resolt per cristal-lografia de raigs X i
ressonancia magnetica nuclear en forma de dimer (Fass er al. 1999; Weigelt et al.
1999). El domini N-terminal de DnaB representa només un 27% de I’estructura total de
la proteina. La identitat de seqiiencia entre els dominis N-terminals de la DnaB d’E. coli
i d’A. aeolicus és del 29 %, doncs aquesta és la zona menys conservada entre les

diferents DnaB bacterianes.

Per a la regi6 C-terminal de la proteina, el model relacionat més proper del qual
es disposava era I’estructura cristal-lina de la regié helicasa de la proteina del gen 4
(gp4) del fag de T7, membre de la mateixa familia d’helicases (SF3) que DnaB. Es va
prendre com a model ’estructura de gp4 que havia cristal-litzat en forma d’anell
hexameric (figura 1.6 de la introduccié de (Singleton et al. 2000)). La identitat de
seqiiencia d’ambdues proteines €s només del 17%, valor que puja al 24% si s’alinea

només la regié C-terminal d’Aq_DnaB.

Es varen utilitzar ambdés models, junts i per separat, per intentar resoldre
I’estructura mitjancant la técnica del reemplacament molecular. Els models es van
millorar amb el programa Chainsaw, que elimina les possibles insercions del model i
muta els residus no conservats a alanina. També es prova retallant les zones
corresponents a llacos exposats a solvent d’ambdues estructures. No s’obtingué cap
solucié en cap de les mudltiples cerques, emprant els programes Phaser, MolRep i

AMoRe.

A la part final d’aquest treball, va publicar-se I’estructura cristal-lina del
monomer de DnaB de Thermus aquaticus (Bailey et al. 2007a) i, al cap d’uns mesos, de

I’hexamer de DnaB de Bacillus stearothermophilus (Bailey et al. 2007b) i de la proteina
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GP40, homologa a DnaB del bacteriofag SPP1 de Bacillus sp (Wang et al. 2008). Les
identitats de seqiiencia d’aquestes proteines entre elles és de 43.7 %, i amb Aq_DnaB

[1-439] de 37 % per la DnaB de T. aquaticus i de 36.1 % per a la G40P.

Es varem emprar multiples models d’aquestes estructures, senceres, retallades i
combinades sense exit. Tots els models s’havien millorats amb el programa Chainsaw,
eliminant insercions 1 mutant a alanina els residus no conservats. A continuacié es

descriuen els diferents models provats:

- monomer sencer de 7. aquaticus 1 dominis per separat. Domini C-terminal

retallant les zones de llacos, utilitzant només la part central més globular.

- hexamer sencer de B. stearothermophilus i hexamer només de C-terminals i
només de N-terminals. Els mateixos models pero retallant els 1lacos i les zones
menys conservades respecte a A. aeolicus. Només monomer (emprant els dos
monomers diferents que hi ha a I’estructura) i també els seus dominis per

separat. El dimer de la unitat asimetrica, sencer i per dominis.

- igual que amb el model anterior amb I’hexamer de G40P, perd en aquest cas,
com hi ha un hexamer sencer per unitat asimetrica, provant amb cadascun dels

monomers per separat.

- combinacions amb 1’hexamer C-terminal de Bacillus 1 ’hexamer N-terminal de

SPP1, i al revés.

En cap cas s’obtingué una solucié de reemplagcament molecular satisfactoria, tot
i emprar varis programes, Phaser i MolRep, i les opcions més innovadores dintre
d’aquests. Per exemple, a Phaser es va ampliar el nombre de rotacions i, particularment,
translacions que s’evaluen per evitar que es perdi alguna solucié correcta durant el
calcul. A MolRep, es van fer cerques forcant que les solucions tinguessin una simetria
concreta respecte al model que entrem, per exemple, si busquem emprant monomers, els

que vagi col-locant el programa haurien d’estar disposats formant un hexamer.
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Igualment, es van realitzar les cerques a varies resolucions i en tots els grups espacials

possibles.

4.6.1.2 Amb models de microscopia electronica

Com inicialment no teniem models atomics per a la proteina sencera, es va
decidir provar la utilitzacié de models procedents de reconstruccions de criomicroscopia
electronica d’Aq_DnaB[1-439] com a models de cerca per al reemplagament molecular.
A part d’aquests models, per a dur a terme aquesta estrategia de fasejat també
necessitavem recollir noves dades de difraccié a molt baixa resolucid, per tal que es

solapessin bé amb la resolucié obtinguda a les reconstruccions de criomicroscopia.

4.6.1.2.1 Reconstruccions de criomicroscopia electronica

Per obtenir els models de microscopia electronica es va col-laborar amb el
laboratori del Professor José Maria Carazo, el qual ha treballat extensament en la
caracteritzaci6 estructural mitjancant tecniques de microscopia electronica de diverses
helicases hexameriques i entre aquestes especialment amb la proteina DnaB d’E. coli
(San Martin et al. 1995; San Martin et al. 1998; Donate et al. 2000; Valle et al. 2000;
Barcena et al. 2001; Gomez-Llorente et al. 2005; Nunez-Ramirez et al. 2006; Nunez-
Ramirez et al. 2007).

Les imatges de tincid negativa aixi com les reconstruccions de criomicroscopia
electronica que s’empraren en aquest treball les realitza el Dr. Rafael Nufiez-Ramirez a
partir de la mostra d’Aq_DnaB[1-439] purificada i en el mateix tampé que s’emprava a

les proves de cristal-litzacié (20 mM Tris pH 7.6, 100 mM NaCl i 5 mM MgCl,)

A la figura R.23 es mostren les imatges de microscopia electronica de 1’analisi
preliminar per tinci6 negativa de la mostra, les quals indicaven clarament que 1’hexamer
d’Aq_DnaB[1-439] es troba en simetria tres i no presenta heterogeneitat quaternaria
sota les condicions estudiades. S’observen sis masses clares que probablement

corresponen als sis monomers que conformen I’hexamer. Igualment, es poden
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diferenciar dos tipus de masses que difereixen en la seva mida i podrien correspondre

als dos dominis de DnaB.

Figura R.23: Projeccions bidimensionals d’imatges per microscopia electronica per
tinciéo negativa d’Aq_DnaB[1-439]. A) Imatge promig de totes les poblacions presents a la
mostra analitzada per microscopia electronica. Dades obtingudes amb l'alineament d’unes
24000 particules individuals. B, C, D, E, F, G) Representats de cadascuna de les sis poblacions
diferenciades segons el seu espectre rotacional. Encara que aquestes poblacions presenten
valors d’espectre rotacional diferents, la seva imatge promig es molt similar a la de la resta. Les
variacions es centren en la longitud de la massa de menor mida. Imatges i processament
realitzats pel Dr. Rafael Nufiez-Ramirez.

A la figura R.24 es mostren les imatges de criomicroscopia electronica
d’Aq_DnaB[1-439], les qual presenten una relaci6 senyal/soroll baixa, fet que en

dificulta el seu analisi.

Figura R.24: Imatges de criomicroscopia electronica d’Aq_DnaB[1-439]. Mostra d’algunes
de les imatges emprades per generar les reconstruccions tridimensionals. Corresponen a
'aspecte que té 'hexamer des de diferents perspectives. La primera seria la vista frontal i a
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mesura que s’avanca d’esquerra a dreta i de dalt cap a baix ens acostem a les vistes laterals.
La vista frontal s’assembla molt a la imatge de tincié6 negativa. S6n imatges en dos pisos,
algunes amb quatre masses predominants i la majoria amb una zona interna de menor
densitat. Imatges recollides i processades pel Dr. Rafael Nunez-Ramirez.

Partint de diferents models inicials de referéncia, es va tractar de generar una
reconstruccié tridimensional que encaixes amb les vistes bidimensionals, mitjancant un
procés d’afinament angular. Malauradament, no es va aconseguir que les dades de
criomicroscopia convergissin en una sola reconstruccid tridimensional. Podria ser bé
perque el contrast de les imatge vers el soroll no fos prou bo i/o perque hi havia certa

heterogeneitat a la mostra, segurament deguda a la flexibilitat intrinseca de la proteina.

Aixi doncs, es van obtenir multiples models, a una resolucié mitjana de 25 A,
que es poden separar basicament en dos grans grups: els que presenten una simetria
global C3 i els de simetria global C6. A les figures R.25 i R.26 es mostren tots aquests
models de criomicroscopia d’Aq_DnaB[1-439], els dos amb simetria C3 i els tres amb
simetria C6. Es va decidir provar-los tots com a models de cerca per al reemplagcament
molecular, comengant pels models amb simetria C3, que semblava que serien els més
semblants a D’estructura de 1’hexamer a linterior del cristall, doncs la funcid

d’autorotaci6 indicava que aquest tenia simetria 3.

A) B)

Ref Init Iter 15 Iter 40 Ref Init Iter 20 Iter 40
fﬁ'

VoL @
-:3&0 :-.'ﬁ

Umbral 3.32 2.93 Utbral 3.14 2.86

Figura R.25: Reconstruccions tridimensionals amb simetria global C3 generades per
criomicroscopia electronica d’Aq_DnaB[1-439]. A cadascun es representa: a la dreta el
model inicial, al centre el model obtingut en iteracions intermédies i a 'esquerra el model final al
qual convergeix el procés d’afinament angular. S’indica el llindar emprat per generar les figures.
Reconstruccions realitzades pel Dr. Rafael Nufiez-Ramirez.
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Figura R.26: Reconstruccions tridimensionals amb simetria global C6 generades per
criomicroscopia electronica d’Aq_DnaB[1-439]. A cadascun es representa: a la dreta el
model inicial, al centre el model obtingut en iteracions intermédies i a I'esquerra el model final al
qual convergeix la cerca. Sindica el llindar emprat per generar les figures, que és el
corresponent a un volum capag de contenir una massa de 320 kDa, la corresponent per a un
hexamer d’Aq_DnaB[1-439]. Reconstruccions realitzades pel Dr. Rafael Nufiez-Ramirez.

4.6.1.2.2 Dades de difraccio de molt baixa resolucio

Igualment, calia disposar de dades de difraccié a molt baixa resolucid, cosa que
no es podia obtenir a les linees de sincrotré de I’ESRF, on la resolucié minima de les
dades recollides era d’uns 20 A i les capes de més baixa resolucié tenien poca
completesa. Per aix0, es va demanar temps de sincrotrd a les instal-lacions del SLS,
concretament a la linea XS60A, especialment dissenyada per a la difraccié de cristalls

amb cel-les grans i1 per a ’obtencié de dades de molt baixa resolucid. A la figura R.27
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es mostra una comparacié dels limits de resolucié inferiors dels conjunts de dades

recollits a ID23eh1 1 XS60A.

B)

.......

Figura R.27: Comparacio de les resolucions minimes obtingudes al ESRF i al SLS. A)
Imatge de difraccié obtinguda a la linea ID23eh1 del ESRF. B) Imatge obtinguda a la linea
XS60A del SLS. S’indica en cada cas amb una fletxa taronja la resolucié de les taques de més
baixa resolucio.

Es varen recollir diversos conjunts de dades de difraccié6 d’un mateix cocristall
d’Aq_DnaB[1-439] amb ADP, a diferents graus d’atenuacié i distancies de detector
(que defineix la resoluci6 maxima de les dades que es poden recollir) per tal
d’assegurar-nos de no saturar els punts corresponents a les reflexions de més baixa
resolucid. Es varen indexar els diferents conjunts de dades amb el programa XDS i es
varen combinar en el seu escalat amb XSCALE fins obtenir un grau de completesa
maxim, de manera que al processat final només faltava una reflexié a la capa de
resolucié compresa entre 100 i 70 A, mentre que la completesa de 100 a 20 A era del
99.6%. La taula R.6 mostra els estadistics de processat d’aquestes dades, i la figura R.7
els parametres de recollida dels diferents conjunts de dades que es varen combinar per

obtenir-lo.

Les dades pertanyien al grup espacial C2 i tenien uns parametres de cel-la unitat

afinada de a = 280.55 A, b=103.21 A, c = 124.7 A i f = 102.384.
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SUBSET OF INTENSITY DATA WITH SICGNAL/NOISE »= 1.0 AS FUNCTION OF RESOLUTION

RISOLUTION NUMBER CF REFLECTIONS COMPLETENESS R-FACTOR R-FACTOR COMPARED I/SIGMA  R-mezs Rmrgd-F
LIMIT OBSERVEL UNICQUE POSSI3LT OF DATA  observed exvected

100.00 10 3 3 100.0% 4.3% B.5% 1c 13.88 5.0% 1.7%
70.00 33 4 5 80.0% 7.4% 3.6% 33 22.07 3.3% 3.2%
40.00 339 31 31 100.0% 9.4% 10.0% 333 2£.58 10.0% 3.3%
20.00 3508 229 230 95.6% 10.9% 10.8% 3208 26,43 11.3% 3.0%
Z0.00 32193 1715 1716 99.9% 15.0% 14.4% 32193 25.03 15.5% 3.1%
9.00 12192 713 719 99.2% 18.68% 17.2% 12192 22.06 19.4% 3.7%
8.00 15928 1121 1127 99.5% 23.5% 21.5% 15928  17.09 24.4% 5.1%
7.00 19418 1825 1837 99.3% 26.3% 24.7% 19418  12.69 27.7% 7.0%
6.00 33689 3212 3243 95.0% 28.9% 27.6% 33689 9.73 30.4% 8.8%
5.00 43626 6244 £412 97.4% 22.6% 29.3% 43623 6.81 24.5% 11.9%
4.50 37544 5364 5616 95.5% 20.1% 29.3% 37543 6.18 21.8% 13.3%
4.00 54473 7731 8789 88.0% 30.3% 35.1% 54472 £.59 32.8% 20.8%
3.90 12841 1860 2314 80.4% 56.0% 50.6% 1284¢ 3.29 60.7% 34.2%
total 265794 30053 32042 93.8% 17.1% 16.7% 265790 8.53 17.8% 8.8%

Taula R.6: Estadistiques de processament de les dades de molt baixa resolucié. Dades
processades amb XDS i XSCALE fins a una resoluci6 de 3.9 A en el grup espacial C2.

Longitud d’ona | 0.9795A | 09795A | 09795A | 0.9795A | 0.9795 A
Distancia
400 mm 1000 mm 1000 mm 700 mm 300 mm
detector
Atenuacio feix No 0.071 0.012 0.172 No
Exposicié 1 0.5 0.5 0.5 1
Angle de rotacio 1° 1° 1° 1° 1°
Graus recollits 180° 180° 200° 180° 200°
100 -3.5 o o . o
Resolucio A 250-8A | 250-8A | 200-6A | 100-3 A
~Escalat conjunt | 70-3.9A | 250-7A | 250-10A | 70-6A | 50-39A |

Taula R.7: Parametres de les diferents recollides del conjunt de dades a molt baixa
resolucid. Es van recollir 5 conjunts de dades del mateix cristall, a cadascun dels quals es
variaven lleugerament els parametres de recollida. L’dltima fila indica els rangs de resolucié
finals de cada recollida emprats per a I'escalat conjunt final, els quals es van escollir per
maximitzar la completesa de les diferents capes de resoluci6 sense augmentar
considerablement els valors de Rmerge.

Aquest conjunt de dades a molt baixa ressolucidé va ser 1'utilitzat per a les

cerques amb els models de microscopia electronica a diferents resolucions de tall
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(normalment 35, 20, 15 i 10 A) i emprant els programes de reemplacament molecular

Phaser i AMoRe.

Phaser es va usar per introduir directament els mapes de criomicroscopia
d’Aq_DnaB[1-439] com a models de cerca. Malauradament, aquesta opcié no funciona
satisfactoriament. Malgrat provar diversos llindars de densitat, semblava dificil ajustar
bé les dimensions dels mapes de criomicroscopia per tal de fer-los totalment
compatibles amb el programa de reemplacament molecular, optimitzat per treballar amb

dades atomiques.

L’estrategia que va donar millors resultats va ser generar models de
pseudoatoms a partir dels mapes de criomicroscopia i emprar-los com a models de cerca
atomics als programes Phaser i AMoRe. Aquests models de pseudoatoms es generaren
gracies al programa Map2Atom creat pel Dr. Joan Pous Ramos, el qual col-loca un
pseudoatom a cada punt del mapa de microscopia que esta pel cim d’una determinada
densitat llindar. El llindar de densitat amb que es treballa €és aquell que permet encaixar
dins el mapa de criomicroscopia la massa molecular corresponent a I’hexamer de DnaB

(uns 320 kDa) i s’ha d’anar afinant iterativament.

Amb aquests models de pseudoatoms, concretament amb les procedents de la
reconstruccié A iteracions 30 i 40 que s’han mostrat a la figura R.29, s’aconsegui tronar
una soluci6 a la funcié de rotacié que es discriminava amb certa claredat de la resta. Ara
bé, les posteriors funcions de translacié d’aquesta solucié parcial no donaren cap

solucid satisfactoria, tot i realitzar cerques molt extenses.

Finalment, amb un model de pseudoatoms que combinava tots sis mapes de
criomicroscopia en un de sol (veure figura R.28), s’aconsegui una soluci6 de
reemplacament molecular comuna tant amb el programa Phaser com AMoRe, perd que
era impossible empaquetar dins la cel-1a unitat del cristall sense que es produissin xocs

esterics severs.
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Figura R.28: Model de pseudoatoms generat combinant els cinc models de
criomicroscopia d’Aq_DnaB[1-439]. La densitat de pseudoatoms és major a les zones
comunes entre les cinc reconstruccions tridimensionals de criomicroscopia i menor a les zones
gue només es troben presents a un dels models. Aquest model ha estat generat amb el
programa Map2Atom.

4.6.2 Técniques experimentals

Aquesta seccid es centrara en els compostos d’atoms pesants per als quals es
generaren dades de difraccid. El total de compostos provats ja ha estat descrit a la seccid

de cristal-litzacid.

Els cristalls de proteina derivatitzada amb selenometionina tenien un limit de
difraccié similar als natius, pero eren molt més sensibles al dany per radiacid, fet que

impossibilita recollir conjunts de dades complerts.

Els nucleotids halogenats produiren cristalls molt grans, que generaven un pic de

fluorescencia clar al cantell d’absorcié del brom o el iode, i que generaven patrons de
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difraccié que no patien tant severament els danys per radiacié com els altres cristalls de
derivats. Es varen obtenir varis conjunts de dades a una resoluci6 al voltant de 3.9 A,
pero que no tenien prou senyal anOmala per a emprar-los amb éxit en la resolucié de
I’estructura. Segurament, degut a 1’elevada intensitat de feix de raigs X necessaria per
generar difracci6 a partir dels cristalls d’Aq_DnaB[1-439], els atoms de Br i I units als
nucleotids es dissociaven d’aquests després d’haver recollit només unes poques imatges

1, conseqiientment, es perdia la senyal anomala procedent d’aquests atoms.

Aixi doncs, dels multiples conjunts de dades recollits amb cristalls derivatitzats
amb diferents atoms pesants, només foren utils per a la resoluci6 de I’estructura
d’Aq_DnaB[1-439] els de bromur de tantal i, concretament, només un dels conjunts de

dades recollits per a aquest compost.

4.6.2.1 Resolucio de I’estructura per SIRAS

S’empra el programa XPREP per analitzar les dades de difracci6 del cristall de
tantal 1 escalar-les conjuntament amb els diferents conjunts de dades natius dels quals es
disposava (cocristall amb ADP original, cocristall amb ADP i ssDNA i conjunt de dades
a molt baixa resolucid), aixi com per analitzar la resolucié fins a la qual les diferencies
anomales eren significatives i crear un arxiu d’entrada per al paquet SHELX (Sheldrick

2008), que seria posteriorment utilitzat per resoldre 1’estructura.

Després d’analitzar les diferents parelles de conjunts de dades en quan a
isomorfisme i qualitat, es decidi emprar el conjunt de dades recollit al pic d’absorci6 del
tantal per al cristall derivat i el conjunt de dades corresponent al cocristall amb ADP
original com a dades de difraccié natives. Igualment, es decidi utilitzar per a la cerca de
les posicions dels atoms pesants les dades només fins a una resolucié de 6 A, doncs per
sota d’aquest limit el ratio senyal/soroll disminuia drasticament i, conseqiientment, les
diferéncies ja no eren significatives. A la figura R.29 es mostra el mapa de Patterson de

diferéncies anoOmales generat amb aquestes dades.
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Figura R.29: Mapa de Patterson de diferéncies anomales. Creat amb el programa XPREP
per un fasejat tipus SIRAS emprant com a conjunt de dades natiu el cocristall amb ADP i com a
conjunt de dades de derivat el cristall de bromur de tantal recollit al pic d’absorcié d’aquest
atom pesant.

L’estructura d’Aq_DnaB[1-439] es va resoldre mitjancant el metode de
reemplacament isomorfic senzill amb diferencies anomales (SIRAS) amb el paquet
SHELX. Amb el programa SHELXD es van localitzar 6 atoms de tantal, les posicions
dels quals es van refinar amb el programa SHELXE, que també es va emprar per

calcular les primeres fases de I’estructura completa.

Al mapa de densitat electronica generat amb SHELXE a 5 Aes podien distingir
alguns elements d’estructura secundaria. Aix0O va permetre encaixar manualment el
model atdomic per a un monomer del domini C-terminal de G40P a aquest mapa de
densitat electronica inicial, tal i com es mostra a la figura R.30. Posteriorment, es va
anar col-locant un a un cadascun dels dominis C-terminals dels sis monOmers que
conformen 1’hexamer dins del mapa de densitat, intercalant etapes de refinat en I’espai
real entre cada pas. Tot aquest procés d’encaix d’un model atdmic a la densitat es

realitza amb el programa Xfit.
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220A1 ALA CA 22882 85.18 111.02 occ=1.001030 B=103.763397 ALA 220 A1

Figura R.30: Encaix inicial del model atomic per al domini C-terminal de G40P al mapa de
densitat electronica experimental per a Aq_DnaB[1-439]. Fases inicials calculades amb el
dels programa SHELXE a una resoluci6 de 5 A.

Un cop col-locats els dominis C-terminals, es procedi a encaixar dins la densitat
el model de G40P per al domini N-terminal. Ara bé, degut a que la densitat electronica
del mapa experimental en aquesta zona era especialment pobre, no s’aconsegui col-locar
cap dels monomer N-terminals sencers. Donat que 1’element d’estructura secundaria
més clarament distingible a baixa resolucié sén les helixs a, es decidi canviar
d’estrategia 1 intentar localitzar al mapa de densitat electronica 1’estructura en forma de

triangle que formen les parelles d’helixs a dels subdominis o-hairpin N-terminals de
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DnaB (veure figura 1.16 de la introduccid). Aquesta estrategia funciona i s’encaixaren
satisfactoriament els tres dimers. Per contra, els subdominis globulars N-terminals no es
varen poder encaixar totalment, doncs a alguns dels monomers no hi havia densitat

electronica a la zona on haurien d’apareixer.

Es varen analitzar la resta de conjunts de dades natives dels quals es disposava
per intentar trobar algun en el qual aquesta zona estigués més ben definida. Quan
s’empraven les reflexions del cocristall amb ADP i ssDNA, la densitat a la regi6 N-
terminal era més clara i aix0 va permetre acabar d’encaixar temptativament la resta de
subdominis globulars N-terminals, de manera que finalment ja s’havia col-locat un
model atomic per a tot I’hexamer dins el mapa de densitat experimental. Cal destacar
que la posicié dels subdominis globulars N-terminals d’Aq_DnaB[1-439] semblava
variar lleugerament entre els diferents conjunts de dades recollits, indicant que aquesta

zona presenta flexibilitat dins 1’estructura global de I’hexamer.

Per tal de millorar les fases inicials i, conseqiientment, obtindre mapes més
resolutius, es va intentar sense exit aplicar técniques de mitjanat entre els diferents
monomers, forcant simetria 6 no cristal-lografica per a la regié C-terminal de I’hexamer
1 simetria 3 no cristal-lografica per a la regi6 N-terminal. S’empra el programa
DMMULTI (Cowtan 1994) per aquestes etapes de modificacié de densitat i les
mascares que diferenciaven ambdues regions es construiren amb el programa
NCSMASK en base al model atdomic construit per la molecula sencera. Cap de les
proves realitzades, aplicant el mitjanant a totes dues capes de I’hexamer o només a una 1
amb diferents mascares inicials, aconsegui millorar el mapa de densitat electronica
inicial. Actualment, s’esta intentant estendre la resolucié de les fases inicials aplicant

protocols de modificacié de densitat amb altres programes.

Alternativament, si s’utilitza el model per a I’hexamer d’Aq_DnaB[1-439] que
s’ha construit sobre el mapa experimental per realitzar una cerca per reemplacament
molecular amb el programa Phaser, s’obté una sola solucié molt clara amb un valors de
Z de 16.3 per a la funci6 de rotaci6 i de 14.3 per a la funcié de translacid, i un valor de

LLG final de 242. Aixi doncs, combinant les fases experimentals amb les obtingudes
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per reemplacament molecular, s’intentara millorar la resolucié actual i acabar de refinar

el model preliminar.

4.7 Descripcio preliminar de I’estructura

4.7.1 Estructura global de I'helicasa hexameérica

Tot i que el procés d’afinament no esta acabat i, per tant, encara sén dades
preliminars, esta clar que trobem un hexamer d’Aq_DnaB[1-439] a la unitat asimetrica 1

que aquest es disposa en forma d’anell.

El model preliminar per a Aq_DnaB[1-439] actual es representa a la figura R.31.
Al tractar-se d’un model no afinat i construit a baixa resolucid, al voltant dels 4.5 A,
només es descriuen la forma global que prenen les diferents capes que conformen

I’hexamer.

Figura R.31: Representacio en cintes de I'estructura d’Aq_DnaB[1-439]. A) Vista frontal. B)
Vista lateral. C) Representacié esquematica dels dominis i les seves fronteres. Es representa
en blau el domini N-terminal, format pel subdomini globular i el domini a-hairpin. En vermell, el
domini C-terminal. La zona d’enllag, en groc, encara no esta localitzada a I'estructura resolta en
aquest treball.
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Tal i com ja s’havia observat a les dues estructures cristal-lografiques
d’hexamers de la proteina DnaB resoltes (Bailey et al. 2007b; Wang et al. 2008),
I’hexamer de la DnaB d’Aquifex aeolicus es disposa en dues capes de simetria diferent.
La regi6 N-terminal pren una simetria rotacional tres clara, mentre que la capa formada

pels dominis C-terminals té una disposicié més irregular, perd propera a simetria sis.

Les dimensions globals de I’hexamer sén d’uns 80 A d’algada i 100 A
d’amplada, amb un diametre del canal interior central d’uns 25 A tant al llarg de la capa
formada pels dominis N-terminals com al llarg de la capa formada pels dominis C-

terminals.

4.7.2 Estructura del monomer

El monomer d’Aq_DnaB[1-439] esta format per dos dominis: el domini N-
terminal i el domini C-terminal, separats per una regié d’enlla¢ helicoidal. Aquest
plegament ja havia estat observat tant a l’estructura del monomer de la DnaB de
Thermus aquaticus (Bailey et al. 2007a) com a les estructures hexameriques de DnaB

(Bailey et al. 2007b; Wang et al. 2008).

El domini N-terminal compren els residus del 1 al 147 1 esta format
exclusivament per helixs a, les quals s’organitzen en dos subdominis de plegament
diferenciat. A la regié més N-terminal es situa el subdomini globular, format per un llac
de cinc helixs a, quatre de les quals s’embolcallen al voltant d’una helix a central (al).
A continuaci6 es troba el segon subdomini N-terminal, format per un o-hairpin estes
entre la llarga I’helix a6, que es projecta des del subdomini globular, i I’helix a7, més

curta.

El domini C-terminal, que compren els residus entre el 181 1 el 423, t€ un
plegament tipus RecA, format per un fulla  paral-lela de nou cadenes, embolcallada per

tres helixs a a cada banda.

A la figura R.32 es mostra la representacié en cintes del monomer

d’Aq_DnaB[1-439].
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Figura R.32: Representacio en cintes dels dominis del monomer d’Aq_DnaB[1-439]. En
blau es representa el domini N-terminal, del qual s’idiquen els dos subdomis. En groc es
representa I'helix a que constitueix la regié d’enllag. En vermell es representa el domini C-
terminal.
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DISCUSSIO

1. Producciéo de les proteines i obtencido de

cristalls de qualitat

Donades les caracteristiques de flexibilitat i els importants canvis
conformacionals descrits per a les helicases replicatives, es va decidir treballar amb
DnaB de bacteries termofiles perque les proteines procedents d’aquests organismes son
més estables 1 menys flexibles que les proteines relacionades d’organismes mesofils
(Daniel et al. 2000), caracteristiques que els confereixen una major propensié a formar
cristalls ordenats. De fet, les estructures tridimensionals resoltes fins 1’actualitat
d’helicases hexameriques s6n majoritariament de termofils o de virus, que també es

caracteritzen per tenir proteines més compactes.

Primerament es treballa amb la DnaB sencera d’Aquifex aeolicus, de la qual es
varen obtenir cristalls aillats 1 tridimensionals que, tot i presentar un bon aspecte visual,
no generaven dades de difraccié de raigs X més enlla dels 7 A de resolucié. Es va
invertir gran quantitat de temps i esfor¢ per intentar millorar 1’ordre intern d’aquests
cristalls emprant multiples tecniques de millora tant prévies com posteriors a la seva
formacié. Malauradament, no s’aconsegui millorar la qualitat de les dades de difracci6

obtingudes a partir d’aquests cristalls.

Conseqiientment, es decidi provar la cristal-litzacié d’'una DnaB homologa d’una
altra bacteria termofila, Thermotoga maritima, aixi com modificar el constructe emprat
originalment per a la DnaB d’A. aeolicus per generar una forma proteica més compacte,
eliminant les regions no conservades i predites com a desordenades. Igualment, com
DnaB és una proteina organitzada en dos dominis separats per una llarga regi6 d’enllag,

que podria dificultar la cristal-litzaci6 de la proteina sencera, es decidi provar només la
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cristal-litzaci6 del domini C-terminal de la proteina (el domini N-terminal de la DnaB d’

E. coli ja havia estat resolt (Fass et al. 1999)).

Tot i que la DnaB de T. maritima s’expressa i purifica sense dificultats, totes les
proves de cristal-litzaci6 realitzades amb aquesta proteina foren infructuoses. Per tant,

s’abandona aquest constructe.

Pel que fa a les formes proteiques modificades de la DnaB d’A. aeolicus, només
s’obtingueren cristalls per a la forma escurcada en 29 aminoacids a la regié C-terminal
(Aq_DnaB[1-439]), pero no per a la forma corresponent al domini C-terminal de la

proteina (Aq_DnaB-CT).

Si comparem el constructe Aq_DnaB-CT amb les estructures actualment
conegudes de DnaB, tant del monomer com les de I’hexamer complet, observem que el
domini C-terminal de la DnaB d’A. aeolicus no estava correctament definit, sind que
també comprenia I’helix a8, que serveix d’enllag entre els dominis N-terminal i C-
terminal, aixi com uns cinc aminoacids addicionals a la regié6 N-terminal (veure figura
D.1). Aquest error va ser degut a una assignacié incorrecte de les fronteres entre
dominis del monomer de DnaB descrita a la literatura en el moment de dissenyar aquest
constructe, la qual s’havia basat en 1’analisi estructural dels fragments proteolitics de la
DnaB d’Escherichia coli (Fass et al. 1999; Weigelt et al. 1999). A la figura 1.12 de
I’apartat II de la introducci6 es mostren les fronteres anteriors 1 actuals per al domini N-
terminal, en base als analisis estructurals recents del monomer sencer de la DnaB de

Thermus aquaticus (Bailey et al. 2007a).

La preséncia d’aquesta regi6 addicional podria dificultar I’empaquetament de les
molecules d’Aq_DnaB-CT per formar cristalls. De fet, a I’estructura del monomer de
Thermus aquaticus s’observa que aquesta regio €s altament flexible i presenta multiples
orientacions respecte el domini compacte C-terminal quan no té les restriccions
imposades per la formacié d’una estructura hexamerica (Bailey et al. 2007a). Per
contra, aquesta regié es troba ordenada a les estructures dels hexamers de DnaB de B.
Stearothermophilus 1 SPP1 degut a que esta involucrada en les interaccions que

mantenen units els sis dominis C-terminals que conformen 1’anell (Bailey et al. 2007b;
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Wang et al. 2008). La proteina Aq_DnaB-CT es purifica tant en forma hexamerica,
purificacié a pH 7.6, com dimerica, purificacié a pH 6.5, encara que en el primer cas
s’observava certa tendencia de 1’hexamer a dissociar-se en dimers si la purificacié es
realitzava amb tampons de forca ionica moderada (200 mM NaCl). Segurament a les
proves de cristal-litzacid, on les condicions de pH i for¢ca ionica sén més extremes,
aquesta forma proteica es trobaria en forma dimerica o, fins i tot monomerica, i, per
tant, la regidé corresponent a la zona d’enlla¢ entre dominis de DnaB no estaria
implicada en el procés d’hexameritzacié i1 prendria multiples conformacions que

dificultarien la cristal-litzaci6é d’aquesta proteina.

Finalment, la redefinicié del constructe inicial de la DnaB d’A. aoelicus, que
eliminava 29 residus a la regié C-terminal de la proteina, va resultar clau per millorar la
qualitat dels cristalls obtinguts per aquesta proteina, emfatitzant la rellevancia de
realitzar analisis bioinformatiques previes de les proteines que es volen caracteritzar
estructuralment per tal de treballar ja des d’un bon principi amb diferents constructes de
la proteina sencera, que difereixin en la preséncia o absencia de les zones no

conservades i/o predites com a intrinsecament desordenades.

Els primers cristalls obtinguts per a Aq_DnaB[1-439] ja presentaven un poder de
difraccié major que els de la proteina sencera. La posterior optimitzacié d’aquests
cristalls va permetre obtindre cocristalls amb ADP que difractaven fins a una resolucio
de 3.4 A, tot i que era una difraccio feble, fet que va complicar 1’obtencié de conjunts de

dades complerts de derivats amb atoms pesants a partir d’aquests cristalls.
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Figura D.1: Comparacio de les fronteres entre els dominis de DnaB recentment descrites
i les emprades en el disseny del constructe Aq_DnaB-CT. Es mostra una alineament de
seqléncies entre la DnaB d’A. aeolicus (Aae), la de B. stearothermophilus (Bst) i de G40P de
SPP1 (G40P). A la part superior es representa I'estructura secundaria determinada per
cristal-lografia per als hexamers de Bst i G40P. Les fletxes vermelles indiquen el final del
domini N-terminal i I'inici del domini C-terminal. La fletxa verda indica el principi del constructe
Aqg_DnaB-CT amb que s’ha treballat en aquesta tesi. El punt groc representa el punt de
finalitzaci6 del domini N-terminal que havia estat descrit anteriorment mitjancant I'analisi dels
fragments proteolitics de la DnaB d’E. coli per cristal-lografia, i que s’havia usat com a
referéncia per a dissenyar el constructe Ag_DnaB-CT.
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2. Resolucio de I'estructura i construccio d’'un

model per a ’hexamer d’Aq_DnaB

L’estructura de la forma curta de la DnaB d’A. aeolicus es va resoldre pel
metode del reemplacament isomorfic senzill amb dades andmales (SIRAS) emprant
com a conjunt de dades de derivat les imatges de difraccié generades per un cocristall
amb ADP submergit amb solucié de bromur de tantal a baixa concentracié durant varis
dies. Com a conjunt de dades natiu s’empra el cocristall amb ADP que difractava a

major resolucio.

El model per a I’hexamer d’Aq_DnaB present a la unitat asimetrica es construi
encaixant manualment els models atomics disponibles per als dominis C-terminals 1 N-
terminals de G40P sobre el mapa de densitat electronica experimental a una resoluci6 de
4.5 A. Les dimensions globals de I’hexamer de la DnaB d’A. aeolicus resolt en aquest
treball sén similars a les préviament determinades per als hexamers de la DnaB de B.
steorothermophilus 1 de G40P, tal 1 com es mostra a al figura D.2. Igualment, I’hexamer
d’Aq_DnaB també esta organitzat en dues capes de simetria diferent, amb la regi6
formada pels dominis N-terminals en simetria 3 i la regié C-terminal en una disposicid

més irregular.
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Aquifex aeolicus

Figura D.2: Comparacioé de I’estructura global dels hexamers de DnaB. A) DnaB de B.
stearothermophilus, forma BH1. Té una amplada total de 115 A i una algada de 75 A. B) G40P

de SSP1, diametre de 120 A i alcada de 75 A. C) DnaB d'Aquifex aeolicus, amplada de 120 A
de i algada de 80 A.
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3. Estructura tridimensional i moviment

3.1 Estructura dels globuls de I'hexamer

La principal diferéncia amb les estructures previes es troba a la capa formada
pels dominis N-terminals de DnaB. A les dues estructures d’homolegs de DnaB
publicades, aquesta capa presenta un diametre per al seu canal central del voltant dels
45 A, mentre que a la DnaB d’A. aeolicus aquest canal és molt més estret, d’uns 25 A.
Donat que 1’amplada del DNA de doble cadena en la forma B és d’uns 20 A, les
estructures dels hexamers de B. stearothermophilus i G40P poden acomodar tant
dsDNA com ssDNA al seu interior, mentre que I’estructura de la DnaB d’A. aeolicus
resolta en aquest treball possiblement només podria acomodar DNA de cadena senzilla.
Conseqiientment, es trobaria més propera a la conformacié que pren aquesta helicasa
durant la seva activitat de separacié de cadena, mentre que les estructures previes
correspondrien al la forma de la proteina inactiva com a helicasa o a la que funciona en

la translocaci6 sobre el dsDNA sense desenrotllar-lo (Kaplan et al. 2002).

3.1.1 Capa N-terminal

Tant a la DnaB de B. stearothermophilus com a G40P la capa formada pels
dominis N-terminals es troba estabilitzada en una simetria tres rigida gracies a les
interaccions que s’estableixen entre els monomers N-terminals, les quals sén dobles i
impliquen dues interficies de contacte diferents. La interacci6 més forta i extensa
s’estableix entre els subdominis a-hairpin, formats per dues helixs a en conformacié
estesa, de dos monomers N-terminals veins. La segona interficie de dimeritzacid
implica el subdomini globular també de dos monomers N-terminals veins. Aixi doncs,
cada domini N-terminal dins I’hexamer estableix dos tipus d’interaccions amb els
monomers adjacents, cadascuna d’elles mitjancada per un subdomini N-terminal

diferent. A la figura D.3 es mostren aquestes interaccions per a la proteina G40P.
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Figura D.3: Capa N-terminal de G40P. A) Vista frontal. B) Detall dels dimers formats
mitjangant interaccions entre els subdominis a-hairpin. C) Detall dels dimers entre subdominis
globulars.

El tancament d’aquest canal central al llarg de la capa N-terminal a la DnaB d’
A. aeolicus es produeix degut a la desestabilitzacié de les interaccions formades pels
subdominis globulars, que en aquesta estructura es troben massa separats per a poder
establir enllacos entre ells. En conseqiieéncia, els subdominis globulars N-terminals
passen a estar més exposats al solvent i en general presenten una disposicié més flexible
a D’estructura resolta en aquest treball, doncs és la zona de I’hexamer més poc definida
dins el mapa de densitat electronica i semblen prendre orientacions lleugerament

diferents als diversos conjunts de dades de difracci6 dels quals disposem.
En canvi, la interacci6 entre els subdominis o-hairpin es manté a I’estructura de
I’hexamer de la DnaB d’A. aeolicus, fet que comporta que la regié N-terminal del

hexamer continui presentant una organitzacié en trimer de dimers.

A la figura D.4 es mostra la capa N-terminal d’Aq_DnaB[1-439] i les

interaccions que s’estableixen entre monomers.
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Figura D.4: Capa N-terminal de I’hexamer de la DnaB d’A. aeolicus. A) Vista frontal del
trimer de dimers. Els monomers alternats es representen en blau clar i blau fosc. B) Vista
lateral. C) Els subdominis globulars es troben massa separats per a interaccionar entre ells. D)
El dimers formats mitjangant els subdominis a-hairpin es mantenen.

Per tant, la interaccié entre els subdominis o-hairpin seria la responsable del
manteniment de la simetria trimerica de la capa N-terminal. Al seu torn, la interaccid
entre els subdominis globulars ajudaria a estabilitzar una conformacié oberta de
I’hexamer, capa¢ d’acomodar DNA de cadena doble, perd és prou feble per a trencar-se
1 permetre que el canal central de la regié N-terminal adopti una conformacié més
tancada, com I’observada a I’estructura de 1’hexamer d’A. aeolicus resolt en aquest

treball.
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3.1.2 Capa C-terminal

Pel que fa a la capa formada pels dominis C-terminals de DnaB, 1’orientacid
relativa dels monomers que la conformen, aixi com el diametre del canal central al llarg
d’aquesta regid, és altament variable a les diferents estructures hexameriques resoltes,
tal i com es mostra a la figura D.5. Aquesta flexibilitat conformacional s’ha atribuit a
I’abseéncia d’interaccions estabilitzadores entre els diferents mondomers C-terminals, que
basicament es mantenen propers gracies a trobar-se enllagats amb la capa N-terminal

rigida.

Un element important en I’estabilitzaci6 de la capa C-terminal és I’helix a8 que
constitueix la regié d’enlla¢ entre dominis. En les estructures hexameriques de DnaB
previes, ’helix d’'un monOmer es projectava cap al monomer C-terminal vei, amb el
qual establia interaccions. S havia proposat que aquesta helix també estaria involucrada
en la transmisié i la coordinacié dels canvis conformacionals als sis monomers. A
I’estructura d’Aq_DnaB[1-439] que es descriu en aquest treball, encara no s’han
localitzat inequivocament les posicions de aquestes helixs d’enllag. Tot i que semblen
trobar-se en una posicié semblant a la descrita préviament als altres hexamers de DnaB,
aquesta regié és més movil a la present estructura. Aquest augment de la movilitat
d’aquesta zona de transmissié de canvis podria estar relacionada amb els canvis a la
capa N-terminal que s’han descrit a I’apartat anterior, i que situarien a 1’estructura
d’Aq_DnaB[1-439] més propera a la forma funcionalment activa de 1’helicasa. Durant
I’activitat de separacioé de cadena de I’helicasa, el ssDNA es translocat a través del seu
canal central 1 aix0 provocaria un augment de la flexibilitat de la capa C-terminal per
possibilitar els moviments dels llacos d’uni6 a sSDNA que actuen durant la translocacié

de 1’acid nucleic.
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Figura D.5: Comparativa de les diferents orientacions que prenen els dominis C-
terminals a les estructures hexameriques de DnaB. BH1: forma cristal-lina BH1 de la DnaB
de Bacillus stearothermophilus en complex amb el domini HBD de la primasa. Codi PDB: 2R6A.
B1: forma cristal-lina B1 de la DnaB de Bacillus stearothermophilus. Codi PDB: 2R6D. Aq:
Aqg_DnaB[1-439]. Aquest treball. G40P: homodleg de DnaB del bacteridfag SPP1. Codi PDB:
3B6W.
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3.2 Centre actiu

Tal i com és caracteristic de les helicases hexameriques, les butxaques d’uni6 a
nucleotid de ’hexamer de DnaB es troben a les interficies entre dominis C-terminals
adjacents, doncs necessiten la contribucié de residus procedents de dos dominis C-
terminals veins. Conseqiientment, els canvis d’orientacié relativa i diametre del canal
central de la regi6 C-terminal estan probablement associats als diferents estadis dintre
del cicle d’hidrolisi d’ATP de I’hexamer de DnaB. Es a dir, el moviment relatiu entre
dominis C-terminals conduits per I’estat d’unié a nucleotid de la butxaca nucleotidica
bipartida possibilitaria la translocaci6é de ’hexamer al llarg del DNA de cadena senzilla,

aixi com la separaci6 del DNA duplex a través d’'un mecanisme d’exclusio esterica.

3.3 Unio a ssDNA

Per a poder descriure el mecanisme exacte d’aquesta translocacid, caldria
congixer I’estructura que prenen els dominis C-terminals de 1’hexamer de DnaB en
complex amb nucleotid o ssDNA. Encara que els cristalls d’Aq_DnaB emprats en
aquest treball contenien ADP, els mapes de densitat electronica actuals no permeten
localitzar-lo. Caldra esperar a I’acabament de 1’etapa d’afinat de I’estructura per saber
quina ocupancia presenten les sis butxaques nucleotidiques presents a 1’hexamer, aixi

com si aquestes prenen conformacions diferents.

Igualment, encara que es disposa de dades de difraccié d’un cocristall amb
ssDNA, tampoc s’ha pogut localitzar densitat per a I’acid nucleic als mapes actuals.
Fins i tot si finalment s’aconseguis estendre les fases actuals fins a la resolucié maxima
de les dades natives (al voltant dels 3.5 A), es tractaria d’una resolucié moderada que
permetria només una interpretacid limitada. Per tant, caldrien nous estudis per a poder

formular un model estructural acurat de funcionament de 1’helicasa DnaB.
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CONCLUSIONS

1. La proteina DnaB d’Aquifex aeolicus sencera, aixi com la forma Aq_DnaBJ[1-
439] 1 Aq_DnaB-CT, corresponents respectivament a una proteina 29 residus més curta
1 al domini C-terminal, s’expressen de forma soluble a E. coli. També s’expressa

soluble a E. coli la proteina DnaB de Thermotoga maritima sencera.

2. S’ha establert un protocol de purificacié per cadascuna de les quatre formes
proteiques estudiades, aprofitant 1’estabilitat d’aquestes proteines a les altes

temperatures.

3. S’han obtingut cristalls per a la proteina DnaB d’A. aeolicus sencera i la seva
forma curta. Els cristalls de la proteina sencera no generaven dades de difraccié de
qualitat 1 no es van poder millorar amb tecniques de millora pre o postcristal-litzacid.
Els cristalls de la forma curta, Aq_DnaB[1-439], cocristal-litzats amb ADP generaven
dades de difraccié al voltant dels 3.5 A, pertanyien al grup espacial C2 amb uns
parametres de cel-la de a = 282.51 A, b = 103.31 A, ¢ = 12525 A i p = 102.43° i
contenien un hexamer a la unitat asimetrica. Es van obtenir també dades de difraccié

d’un cocristall amb ssDNA de 21 bases, isomorfic amb el descrit anteriorment.

4. La utilitzaci6é de reconstruccions de criomicroscopia d’Aq_DnaB[1-439] com
a models de cerca en el metode de reemplacament molecular enfront de dades de
difraccié recollides a molt baixa resolucié (uns 200 10\) no va permetre resoldre

I’estructura de la proteina, encara que si trobar I’orientaci6 de la particula hexamerica.

5. La utilitzacié dels models atomics per al monomer de la DnaB de Thermus
aquaticus, I’hexamer de la DnaB de Bacillus stearothermophilus 1 la G40P de SPP1
com a models de cerca per a reemplacament molecular tampoc va permetre resoldre

I’estructura d’Aq_DnaB[1-439].
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6. L’estructura tridimensional d’Aq_DnaB es va resoldre pel metode de SIRAS
emprant com a conjunt de dades derivats un cristall submergit en una solucié de bromur
de tantal recollit al pic d’absorcié d’aquest atom pesat i com a conjunt de dades natiu un

cocristall amb ADP.

7. El model de ’hexamer d’Aq_DnaB[1-439] construit a una resolucié de 4.5 A
mostra una estructura en dos capes de simetria diferenciada, amb la regi6é formada pels
dominis N-terminals en simetria tres i la regié formada pels dominis C-terminals amb
simetria propera a sis. Les dimensions globals de I’hexamer sén de 80 A d’alcada i 100
A d’amplada, amb un diametre del canal interior central d’uns 25 A tant al llarg de la

capa N-terminal com C-terminal.

8. La principal diferéncia amb les estructures hexameriques de DnaB resoltes
anteriorment es troba a la capa N-terminal, que presenta un diametre entre 20 i 25 A
més estret. Aquest estretament bé marcat pel trencament d’una de les dues superficies
d’interaccié entre monomers N-terminals observades a les estructures previes.
Concretament, la interficie entre els subdominis globular N-terminals es trenca, doncs
aquest es troben massa separats per formar enllacos. Aixo provoca un augment de la
flexibilitat d’aquests subdominis globulars, que es troben en posicions diferents als

diferents cristalls analitzats en aquest treball.
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