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A adenina

ANS 8-anilino-1-naphthalenesulfonic acid
Amp ampicil-lina

RME -mercaptoetanol

C citosina

CcD dicroisme circular

C-terminal carboxi terminal

Da, kDa Dalton, kilodalton

ddNTPs dideoxiribonucleodtid

Deg, mdeg (mil-li)graus d’el-lipticitat

DNA acid desoxiribonucleic

oD densitat optica

e exponencial

EDTA acid etilendiaminotetracétic

G guanina

FPLC fast protein liquid chromatography
IntN inteina N

IntC inteina C

IPTG isopropil-B-D-tiogalactopiranosid
Kan kanamicina

Kd constant de dissociacid

LB medi Liiria-Bertrani

M, mM, uM molar, mil-limolar i micromolar
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assistida per matriu

Min minut

Mw massa molecular

N-ter amino terminal

PAGE electroforesi en gel de poliacrilamida
Pb parells de bases

PCR reaccié en cadena de la polimerasa
PDB banc de dades de proteines

pl punt isoeléctric
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RMN
RMSD
RNA
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SDS
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TCA
TEMED
TEV
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uv
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Codi d’aminoacids

Codi de tres lletres Codi d’una lletra Aminoacid
Ala A Alanina
Arg R Arginina
Asn N Asparagina
Asp D Aspartic
Cys C Cisteina
Glu E Glutamic
GIn Q Glutamina
Gly Glicina
His H Histidina
Ille I Isoleucina
Leu L Leucina
Lys K Lisina
Met M Metionina
Phe F Fenilalanina
Pro P Prolina
Ser S Serina
Thr T Treonina
Trp W Triptofan
Tyr Y Tirosina
Val Vv Valina
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Resum

L'splicing de proteines és un procés autocatalitic composat per diferents etapes que implica
I’eliminacié d’una seqiiéncia interna, anomenada inteina, de la cadena polipeptidica precursora
i la formacid d’un enllag peptidic entre les regions flanquejants, anomenades exteines N i C. Les
inteines partides o trans-inteines son un tipus d’inteines que estan codificades en dos gens
diferents juntament amb els gens de I'exteina N i I'exteina C.

El gen de la DNA polimerasa B de I'arqueobacteri hipertermofil Nanoarchaeum equitans esta
dividit en dos marcs oberts de lectura. Els gens que codifiquen per les regions o dominis N-
terminal i C-terminal de la polimerasa (exteines N i C) estan fusionats, respectivament, als gens
que codifiquen per la inteina N i la inteina C de la inteina partida Neq pol.

En la present tesi s’estudia la reaccié de trans-splicing catalitzada per la inteina partida Neq pol,
aixi com es caracteritzen les propietats fisicoquimiques del fragment N-terminal, NeqgN, i del
complex NegN/NeqC. D’altra banda, també s’estudia des d’un punt de vista cinétic i
termodinamic el procés d’associacio entre els dos fragments de la inteina.

La reaccio de trans-splicing catalitzada in vitro per la inteina Neg pol nomes es produeix a
temperatures superiors als 50°C, amb una temperatura optima de 80°C. Aquest fet indica que
la temperatura regula la reaccié de trans-splicing i que aquesta regulacié pot produir-se per la
propia inteina o bé per les exteines. Amb I'objectiu d’esbrinar si la Neq pol és una inteina
depenent de temperatura, s’ha estudiat la reaccié de trans-splicing en un context no natiu
utilitzant diferents proteines com a exteines. Els resultats obtinguts suggereixen per una banda
que la inteina Neq pol no tolera els canvis d’exteina, ja que només s’obté el producte de trans-
splicing quan s’utilitza la GB1 i ZHER2 com a exteines N i C, respectivament, i sempre que es
conservin els set aminoacids salvatges de la exteina N en la regié adjacent a la Serl de la inteina
N i els 3 residus natius de I'extrem N-terminal de I'exteina C. Aquest fet indica que els residus
gue es troben en les regions flanquejants del lloc d’unid inteina-exteina juguen un paper clau en
la catalisi de la reaccid, segurament, orientant correctament els residus catalitics del centre actiu
de la inteina. | per altra banda els resultats obtinguts indiquen que la regulacio de la reaccio per
la temperatura ve donada per la inteina, ja que en aquest context no natiu el producte de la
reaccié de trans-splicing només s’observa a temperatures superiors als 50°C. La Neq pol és
I’Gnica inteina partida descrita fins ara que conté com a residus catalitics una Ser en posicié 1 i
una Thr en posicid +1, convertint-se en una excel-lent candidata per ser utilitzada en el marcatge

isotopic de proteines. Per a entendre millor el paper que juga en la reaccio de trans-splicing la



Ser en posicid 1, es va mutar per una Cys. Les dades experimentals obtingudes indiquen que la
mutacio Ser1Cys augmenta I’eficiéncia de la reaccio.

Paral-lelament, s’ha caracteritzat des d’un punt de vista fisicoquimic i estructural la inteina N
lliure, la qual presenta propietats caracteristiques de les proteines hipertermofiliques, com ara
Tm elevada, resistencia a la desnaturalitzacid per agents caotropics, augment del grau
d’empaquetament del nucli hidrofobic i interaccions aromatiques, el que ha permeés obtenir-la
primera estructura tridimensional del fragment N-terminal d’una inteina partida.

D’altra banda i gracies al fet que la Neq pol és una inteina depenent de temperatura s’ha pogut
obtenir mitjancant cristal-lografia i difraccid de raigs X I'estructura tridimensional del complex
NeqN/NeqC i dur a terme la seva caracteritzacid fisicoquimica. En I'estructura s’han pogut
resoldre per primer cop els residus catalitics salvatges de la inteina i també els residus natius de
les exteines N i C.

Finalment, utilitzant tecniques espectroscopiques de fluorescencia s’ha caracteritzat des d’un
punt de vista cinetic i termodinamic el procés d’associacié dels dos fragments de la inteina
partida Neq pol. Com era d’esperar tenint en compte el caracter hipertermofilic de la inteina la
velocitat d’associacié augmenta gradualment amb la temperatura, obtenint el maxim de
velocitat experimental a 64°C. Respecte a la termodinamica del procés, els estudis
experimentals mostren que es tracta d’un procés espontani (AG=-1.73 kcal/mol) amb un canvi
entropic entalpic positiu, que indica que el mecanisme d’associacié dels dos fragments de la

inteina Neq pol és diferent del proposat per altres inteines partides.



Resumen

El splicing de proteinas es un proceso autocatalitico constituido por diferentes etapas que
implica la eliminacién de una secuencia interna, llamada inteina, de la cadena polipeptidica
precursora y la formacion de un enlace peptidico entre las regiones flanqueantes llamadas
exteinas N i C. Las inteinas partidas o trans-inteinas son un tipo de inteinas que estan codificadas
en dos genes diferentes juntamente con los genes de la exteina N y de la exteina C.

El gen de la DNA polimerasa B del arqueobacterio hipertermofilo Nanoarcheaum equitans se
encuentra dividido en dos marcos abiertos de lectura. Los genes que codifican para la regién o
dominios N-terminal i C-terminal de la polimerasa (exteinas N i C) estan fusionados,
respectivamente, con los genes que codifican para la inteina N i la inteina C de la inteina partida
Neq pol.

En la presente tesis se estudia la reaccidn de trans-splicing catalizada por la inteina partida Neq
pol, asi como se caracterizan las propiedades fisicoquimicas del fragmento N-terminal, NegN, y
del complejo NeqN/NeqC. Por otro lado, también se estudia desde un punto cinético y
termodinamico el proceso de asociacion entre los dos fragmentos.

La reaccion de trans-splicing catalizada in vitro por la inteina Neq pol solamente se produce a
temperaturas superiores a los 50°C, con una temperatura optima de 80°C. Este hecho sugiere
que la temperatura regula la reaccion de trans-splicing y que esta regulacion puede producirse
por la propia inteina o bien por las exteinas. Con el objetivo de conocer si la Neq pol es una
inteina dependiente de temperatura, se ha estudiado la reacciéon de trans-splicing en un
contexto no nativo utilizando diferentes proteinas como exteinas. Los resultados obtenidos
sugieren por un lado que la inteina Neq pol no tolera los cambios de exteina, debido a que solo
se obtiene el producto de la reaccion de trans-splicing cuando se utiliza la GB1 i ZHER2 como
exteina N i C, respectivamente, y siempre que se conserven los siete aminoacidos salvajes de la
exteina N en la regidn adyacente a la Serl de la inteina N i los 3 residuos nativos del extremo N-
terminal de la exteina C. Este hecho indica que los residuos que se encuentran en las regiones
flanqueantes al sitio de unidn inteina-exteina juegan un papel clave en la catalisis de la reaccion;
probablemente, orientando correctamente los residuos cataliticos del centro activo de la
inteina. Por otro lado, los resultados obtenidos indican que la regulacidn de la reaccién por la
temperatura viene dada por la inteina, debido a que en este contexto no nativo solamente se
observa el producto de trans-splicing a temperaturas superiores a los 50°C. La Neq pol es la Unica

inteina partida descrita hasta ahora que tiene como residuos cataliticos una Ser en posicion 1 i



una Thr en posicién +1, convirtiéndose en una excelente candidata para ser utilizada en el
marcaje isotdpico de proteinas. Para entender mejor el papel que juega en la reaccién de trans-
splicing la Ser en posicién 1, se ha mutado por una Cys. Los datos experimentales obtenidos
indican que la mutacidn Ser1Cys aumenta la eficiencia de la reaccion.

Paralelamente, se ha caracterizado desde un punto de vista fisicoquimico y estructural la inteina
N libre, la cual presenta propiedades caracteristicas de las proteinas hipertermafilas, como una
Tm alta, resistencia a la desnaturalizacion por agentes caotrdpicos, aumento del grado de
empaquetamiento del nucleo hidrofébico, interacciones aromaticas... lo que ha permitido
obtener la primera estructura tridimensional del fragmento N-terminal de una inteina partida.
También y gracias a que la Neq pol es una inteina dependiente de temperatura se ha podido
obtener mediante cristalografia y difraccidn de rayos X la estructura tridimensional del complejo
NeqN/NeqC, y realizar su caracterizacion fisicoquimica. En la estructura se han podido resolver
por primera vez los residuos cataliticos salvajes de la inteina y también los residuos nativos de
las exteinas N i C.

Finalmente, utilizando técnicas espectroscépicas de fluorescencia se ha caracterizado desde un
punto de vista cinético y termodinamico el proceso de asociacién entre los dos fragmentos de
la inteina partida Neq pol. Como era de esperar teniendo en cuenta el caracter termofilico de la
inteina, la velocidad de asociacion aumenta gradualmente con la temperatura, obteniendo la
velocidad maxima experimental a 64°C. Respecto a la termodinamica del proceso, los estudios
experimentales demuestran que se trata de proceso espontaneo (AG=-1.73 kcal/mol) con un
cambio entdlpico y entrdpico positivo, lo que indica que el mecanismo por el cual los dos

fragmentos asocian es diferente al propuesto por otras inteinas partidas.



Summary

Protein splicing is an autocatalytic process with different stages that involves the elimination of
an internal sequence, called intein, from the precursor polypeptide chain and the formation of
a peptide bond between the flanking regions called N and C exteins. The split inteins or trans -
inteins are a type of inteins that are encoded in two different genes together with the N extein
and C extein genes.

The DNA polymerase B gene of the hyperthermophilic archaebacterium Nanoarcheaum
equitans is divided into two open reading frames. The genes coding for the N-terminal and C-
terminal region or domains of the polymerase (N and C exteins) are fused respectively with the
genes coding for N intein and C intein of the starting split intein Neq pol.

The present thesis studies, the trans-splicing reaction catalyzed by the split intein Neq pol, as
well as characterizes the physicochemical properties of the N-terminal fragment, NegN, and the
NegN/ NeqC complex. On the other hand, the association process between the two fragments
is also studied from a kinetic and thermodynamic point of view.

The in vitro catalyzed trans-splicing reaction by Neq pol intein only occurs at temperatures above
50°C, with an optimal temperature of 80°C. This fact suggests that temperature regulates the
trans-splicing reaction, and that this regulation can be produced by the intein or by the exteins.
With the aim of knowing if Neq pol is a temperature-dependent intein, the trans-splicing
reaction was studied in a non-native context using different proteins as exteins. The results
suggest that the intein Neq pol does not tolerate the changes of extein, because the product of
the trans-splicing reaction is only obtained when GB1 and ZHER2 are used as N and C extein,
respectively, and provided that the seven wild-type amino acids of N extein in the region
adjacent to Serl of intein N and the 3 native residues of the N-terminal end of C extein are
conserved. This fact indicates that the residues found in the regions flanking the intein-extein
binding site plays a key role in catalyzing the reaction; probably, by orienting correctly the
catalytic residues of the active center of the intein. In this context, the product of the trans-
splicing reaction is only observed at temperatures above 50°C, which indicates that the
regulation of the reaction by temperature is given by the intein. On the other hand, Neq pol is
the only split intein described so far that has as catalytic residue a Ser in position 1 and a Thr in
position +1, making it an excellent candidate to be used in the isotopic labeling of proteins. To

better understand the role that the Ser in position 1 plays in the trans-splicing reaction, it was



mutated by a Cys. The experimental data obtained indicate that the Ser1Cys mutation increases
the efficiency of the reaction.

In parallel, free N intein has been characterized from a physicochemical and structural point of
view. Free N intein has the properties of hyperthermophilic proteins, such as a high Tm,
resistance to denaturation by chaotropic agents, increased packing degree of the hydrophobic
nucleus, aromatic interactions... which allowed to obtain the first three-dimensional structure
of the N-terminal fragment of a split intein.

Also, and thanks to the fact that Neq pol is a temperature-dependent intein, it has been possible
to obtain the three-dimensional structure of the NeqN/NeqC complex by crystallography and X-
ray diffraction, and to carry out its physicochemical characterization. In the structure it has been
resolved for the first time the wild catalytic residues of the intein and also the native residues of
the N and C exteins.

Finally, the association process between the two fragments of the split Neq pol intein has been
characterized from a kinetic and thermodynamic point of view using fluorescence spectroscopic
techniques. As expected, and taking into account the thermophilic nature of intein, the rate of
association gradually increases with temperature, obtaining the maximum experimental rate at
64°C. Regarding the thermodynamics of the process, our experimental studies show that it is a
spontaneous process (AG =-1.73 kcal/mol) with a positive enthalpic and entropic change, which
indicates that the mechanism by which the two fragments associate is different to the one

proposed by other split inteins.
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Introduccié

1.1. Lesinteines

Les inteines es poden considerar analegs dels introns presents en els pre-mRNAs, ja que
s’escindeixen autocataliticament de la proteina hoste (procés de splicing) per donar lloc a la
proteina activa. D’altra banda, les inteines també sdn elements genetics mobils que envaeixen
gens hostes a nivell de DNA i després s’expressen com a seqiéncies intermeédies dintre de la
proteina [1].

Les inteines van ser descobertes per primer cop I'any 1990 en la subunitat catalitica de I’ATPasa
translocadora de H+ de la membrana vacuolar (TFP1/VMA1) de Saccharomyces cerevisiae [2],
[3]. Els autors van observar que a partir d’un Unic precursor proteic d’elevada massa molecular
s’obtenien dues proteines, una que corresponia a la subunitat de I’ATPasa i una altra que
corresponia a la inteina.

Les inteines pertanyen a la superfamilia Hint (Hedge-Hog/Intein), la qual esta composada per
altres dues families: dominis Hedgehog-Hint i Bacterial intein-like (BIL) domains, totes elles
involucrades en processos postraduccionals. Aquesta superfamilia, com el seu propi nom indica,
es caracteritza per tenir el domini Hint, el qual conté els trets fonamentals que sén necessaris
perque es produeixi la reaccié de splicing. Existeixen diferents formes de dominis Hint, pero
normalment, totes presenten una llargada entre 140-160 aminoacids, contenen 4-6 motius
conservats i adopten una estructura caracteristica compacta formada per 3 fulls i dues helixs
o en forma de ferradura [4]. El correcte plegament d’aquest domini és tot el que necessiten les
inteines per catalitzar la reaccié de splicing [5].

Les inteines es troben ampliament distribuides en els tres dominis de la vida, Eucarya, Eubacteria
i Archaea, aixi com en virus i bacteriofags. Trobant-se majoritariament en els dominis Eubacteria
i Archaea, exactament s’han detectat en un quart i la meitat dels genomes dels organismes
d’aquests dominis seqiienciats fins ara, respectivament [6]-[12].

Tot i que les inteines es troben en proteines amb diverses funcions existeix una clara tendéncia
d’aquestes a envair proteines relacionades amb el metabolisme del DNA, com ara polimerases,
helicases, topoisomerases i ribonucleotid reductases, particularment en el seu centre actiu
(Taula 1.1). La integracié de les inteines en gens implicats en la replicacié, recombinacié i
replicacié del DNA, i el metabolisme dels nucleotids es pot explicar per la seva mobilitat. Per a
moure’s les inteines necessiten integrar-se en el DNA de I'hoste. S’ha vist que el DNA és més
accessible per escindir-se i recombinar-se durant la replicacid, per tant, és més eficient que les

inteines envaeixen proteines que s’expressen durant aquest procés cel-lular [11], [12].



Es coneix poc sobre I'origen de les inteines, diversitat, evolucid i funcié en la proteina hoste. Fins
ara, les inteines es consideraven un parasit, les quals no aportaven cap benefici a I'organisme
hoste i es conservaven al llarg de I’evolucié a causa de la seva localitzacié en dominis altament
conservats de proteines essencials [13]-[15] o bé gracies al seu domini endonucleasa (HEN)

[16]-[18].

Taula 1.1. Proteines més comuns envaides per inteines [11].

Proteina Procés en el que participa Organisme hoste
Helicasa (DnaB) Replicacié del DNA Bacteri
Mini-chomosome maintenance protein (MCM)/ cell  Replicacié del DNA Arqueobacteri
division control protein (Cdc21)
Replication Factor C (RFC) Replicacié del DNA Archaea
Recombinasa (RecA/RadA) Reparacié del DNA Bacteri; Arqueobacteri
SF2 helicasa Reparacié del DNA Bacteri
SF1 ATP-depenen helicasa Reparacié del DNA Bacteri
Subunitat a de la subunitat catalitica de la DNA  Replicacio del DNA Bacteri
polimerasa Ill (DnakE)
Subunitat T de la subunitat catalitica de la DNA  Replicacio del DNA Bacteri
polimerasa Ill (DnaZX)
DNA polimerasa | (PolB) Replicacié DNA Arqueobacteri
DNA polimerasa Il, subunitat DP2 (PolC) Replicacié DNA Arqueobacteri
Topoisomerasa |- DNA girasa, subunitat B (GyrB) Replicacié DNA Bacteri; Arqueobacteri;
Bacteriofag
DNA polimerasa | bacteriana (PolA) Replicacié DNA Bacteri
DNA polimerasa Il bacteriana (PolB) Replicacié DNA Bacteri
SF6 Holliday junc tion ATP-dependent DNA helicasa  Replicacié DNA Bacteri
(RuvB)
Phage terminase, large subunit Empaquetament DNA Bacteriofag
Ribonucleosid difosfat reductasa (RNR) Sintesi de DNA Eucariota; Arqueobacteri
Vacuolar ATP synthase catalytic subunit A (VMA) Vacuolar H+-pump ATP Eucariota; Arqueobacteri

Amb el recent descobriment d’inteines que només catalitzen la reaccié de splicing davant d’un
determinat estimul (temperatura, sals, potencial redox...) aquest pensament ha canviat.
L’evidéncia d’aquestes inteines dependents d’estimuls suggereix que aquestes han evolucionat
per adaptar-se al seu ninxol intracel-lular convertint-se en elements reguladors post-
traduccionals que modulen la reaccié de splicing d’acord amb les condicions ambientals en les

quals es troba I'organisme hoste [19]-[26].

1.1.1. Organitzacid i estructura de les inteines

Inicialment, I'element que catalitzava la reaccié de splicing estudiada en S. cerevisiae
s’anomenava simplement spacer [3]. Posteriorment, aquest element es va anomenar seqiiéncia
proteica interventora. | finalment, amb el descobriment de multiples seqiéncies proteiques

interventores es van acabar denominant inteines (internal protein sequence). Seguint el mateix
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Introduccié

conveni, les seqiiéncies aminoacidiques que flanquegen les inteines van rebre el nom d’exteines
(external protein sequence). Les exteines unides als extrem N- i C- terminal de la inteina son
I’exteina N i C, respectivament. La cadena polipeptidica que conté la inteina i les dues exteines,
s’anomena precursor (Figura 1.1) [1], [27], [28].

Per nomenar les inteines de cada especie i de cadascun dels gens on es troben es va consensuar
un sistema, en el qual s’abrevia del nom de I'espécie o genere que la conté seguit pel nom del
gen. Per exemple, el gen PolB (DNA polimerasa tipus B) de Nanoarcheaum equitans, es troba
envait per la inteina Neq DnaPolB. En el cas, de qué la mateixa exteina es trobi envaida per
diferents inteines, aquestes es diferencien a partir de valors numerics. Un bon exemple és el gen
Pol-Il (DNA Polimerasa-ll) d’Haloquadratum walsbyi el qual es troba envait per dues inteines,
Hwa Pol-I1I-1 i Hwa Pol-II-2.

D’altra banda, i amb I'objectiu de facilitar els estudis bioquimics comparatius entre diferents
inteines, es va crear una nomenclatura. Aquesta nomenclatura es basa en la posicié de
I'aminoacid en la seqtiencia del precursor. En el cas de la inteina el primer residu de I’extrem N-
terminal és el residu 1 i la numeracié va creixent de manera sequencial fins al final de la
seqliéncia de la inteina. En I'exteina N el residu adjacent a la inteina, és el residu -1. El residu +1
és el primer residu de I'exteina C, el seglient residu és el +2 i la numeracio després continua com

esta indicat en la Figura 1.1.

Figura 1.1. Precursor en cis format per la inteina unida per I'extrem N- i C- terminal a les dues
exteines.

Totes les inteines que es van descobrir entre 1990 i 1997 contenen un domini endonucleasa
(HEN) en la seva sequéncia. Aquest domini es troba al mig del domini HINT (Figura 1.2-a) i és el
responsable de la mobilitat genetica de les inteines [18].

No obstant aix0, s’han descobert altres inteines més petites, les quals reben el nom de mini-
inteines. La primera a ser descoberta va ser la inteina que envaeix el gen codificant per la
subunitat A de la DNA girasa de Mycobacterium xenopi (Mxe GyrA) [29]. La principal
caracteristica d’aquesta classe d’inteines és que perden el domini HEN, i per tant, la capacitat
d’envair nous gens. Obviament, la pérdua d’aquest domini comporta un escurcament de la
sequéencia (Figura 1.2-b).

Aquests dos tipus d’inteines es coneixen com a inteines en cis perque tant la inteina com les

dues exteines formen part del mateix precursor polipeptidic i estan codificades en un Unic gen.
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Actualment, també es coneixen les inteines partides o inteines trans, les quals no tenen les
regions N i C de la inteina unides covalentment. En les inteines partides la inteina N (IntN)
juntament amb I'exteina N (ExtN), i la inteina C (IntC) amb I'exteina C (ExtC), formen dues
cadenes polipeptidiques separades que es troben codificades en dos gens diferents (Figura 1.2-
c). En aquest tipus d’inteines la reaccié de splicing (trans-splicing, en aquest cas) només es pot
donar després de l'associacio especifica dels dos fragments de la inteina, ja que d’aquesta

manera es reconstrueix el centre actiu de la inteina.

Figura 1.2. Esquema dels diferents tipus d’inteines trobades a la natura. (aib)inteines en cis;
(c) inteina partida o trans.

Les inteines comparteixen un baix grau d’homologia entre elles, perd6 nombrosos estudis
realitzats han identificat blocs de residus conservats, els quals tenen un paper important en la

reaccié de splicing. Aquests blocs sén els blocs A, B, Fi G [27], esquematitzats en la Figura 1.3.

Regid N-terminal Regi6 C-terminal
ExteinaN A B C DE H F G ExteinaC
Domini endonucleasa o
3-2-1 regié connectora +1+2+3
C TxxH HN C
S qsS
a dT
p

Figura 1.3. Estructura esquematica dels precursors que catalitzen la reaccié de splicing. La
inteina (vermell) interrompuda pel domini endonucleasa o regié connectora (gris) formen el domini de
splicing, el qual es troba unit a través d’un enllag peptidic a les exteines N i C (groc). Els residus que
conformen els llocs d’unié entre I'exteina N i I’exteina C s’indiquen seguint la numeracié descrita en el text
anteriorment. La localitzacid dels blocs conservats es troba indicada en la part superior de I'esquema. Els
residus més conservats es troben indicats en majuscula (Cys i Ser, en el bloc A; Thr i His en el bloc B; Asp
en el bloc F; His i Asn en el bloc G; Cys, Ser i Thr en la posicié +1) mentre que els menys conservats es
troben indicats en minuscula (Ala i Pro en el bloc A; Cys, Trp, Thr, Ser i Asn en el bloc F; GIn i Asp en el bloc
G).
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Bloc A: Defineix el lloc d’unié N-terminal i esta constituit per 13 residus. El primer residu en la
majoria d’inteines és una Cys o una Ser, en alguns casos poc freqlients s’hi troba un residu de
Ala o Pro. Aquest residu intervé en el primer pas de la reaccié de splicing formant I'intermediari
tioéster o ester. La mutacié Cys1Ala o Ser1Ala és una manera eficag¢ de bloquejar la reaccié de
splicing, tot i que, com es veu més endavant, hi ha inteines que han desenvolupat mecanismes
que resolen aquest problema.

Bloc B: Format per 14 residus, on els residus 7 i 10 es troben altament conservats formant la
seqliencia ThrxxHis (x, representa qualsevol aminoacid). Diferents estudis estructurals i
mutacionals suggereixen que aquests residus juguen un paper clau en les primeres etapes de la
reaccié de splicing [30].

Bloc F: Constituit per 16 residus, la meitat dels quals es troben conservats. Normalment, el
primer residu és un residu aromatic (Phe, Tyr o Trp) seguit pels residus Val, Tyr, Asp, Leu, un
residu polar (Cys, Ser o Thr) i una Val. Tot i que s’hi poden trobar altres residus, I’Asp en la posicié
4 es troba fortament conservat. Es pensa que I'Asp en aquesta posicio actua com a catalitzador
i coordinador de la reaccid de splicing [31].

Bloc G: Format per una curta seqiiencia de 8 residus que acaba en la majoria de casos amb una
His en la penultima posicid, seguida d’una Asn altament conservada. En algunes inteines I'tltim
residu del bloc F és una GIn o Asp. Es pensa que la penultima His d’aquest bloc juga un paper
clau en la ciclacié de la cadena lateral de I’Asn en I'tGltim pas de la reaccioé de splicing, tot i que
hi ha inteines que han perdut aquest residu, com la Npu DnakE.

Tot i que la inteina conté tota la informacid necessaria per dur a terme la reaccié de splicing,
s’ha vist que I'exteina pot modular la seva activitat. Diversos estudis han demostrat que els
residus +1, +2 i +3 de I'’exteina C modulen la cinetica de la reaccio de splicing [32]-[36]. En alguns
casos, la velocitat d’aquesta reaccio també es veu afectada pel residu -1 de I'exteina N [34], [36],
[37].

La tolerancia a modificacions en els residus que es troben en les regions d’unid entre la inteina
i 'exteina és caracteristica de cada inteina. Per exemple, la inteina partida Npu DnaE i la i Ssp
DnakE presenten un 63% d’homologia de seqiiencia, permeten que es pugui donar la reaccié de
splicing de manera creuada entre les dues inteines. Les dues presenten els mateixos residus en
les posicions +1, +2 i +3 de I’exteina C (Cys-Phe-Asn) i en les posicions -2 i -1 de I'exteina N (Gly-
Tyr). Tot i aix0, presenten grans diferéncies sobre la tolerancia dels residus de I'exteina. La
inteina Ssp DnaE presenta una baixa tolerancia a canvis en la posicié +2 de I'exteina C, acceptant
tan sols el canvi per Tyr i Trp. Per altra banda, aquesta inteina també és sensible als canvis en la

posicié -1 de I'exteina N, la mutacié Tyr-1Asp augmenta significativament la velocitat d’hidrolisi
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de I'extrem N-terminal, en canvi, la mutacié per Pro o Val la bloqueja [34]. En canvi, la Npu DnaE

presenta una elevada tolerancia a la substitucié de residus en aquestes posicions [33].

1.1.2. Inteines com a interruptors ambientals: Conditional Protein Splicing (CPS)

Com s’ha comentat anteriorment, en els Ultims anys s’han descobert diferents inteines que
actuarien com a reguladors post-traduccionals de I'activitat de la proteina hoste en funcio de
condicions cel-lulars o ambientals, tals com la temperatura, la concentracié de sals... [19]-[26].
De manera que en absencia de I'estimul correcte la inteina quedaria atrapada en el precursor
proteic, i com a conseqliéncia la proteina hoste es mantindria inactiva, i només davant de
I’estimul adequat es promouria la reaccié de splicing (Figura 1.4). Per aquesta rad, en agquests

casos es parla de les inteines com a interruptors ambientals.

Precursor Inactiu = |, Precursor Inactiu v
Splicing § ﬁ Conditional Protein

Splicing

v v

Proteina Activa Proteina Activa

Figura 1.4. Esquema comparatiu de la reaccio de splicing i la reaccié de Conditional Protein
Splicing (CPS). (a) La reaccid de splicing es dona de manera simultania a mesura que s’expressa el
precursor inactiu donant lloc a la proteina activa; (b) en canvi la reaccié CPS només es produira davant de
I’estimul especific, en absencia d’aquest, la proteina quedara atrapada en el precursor inactiu.

Les inteines dependents d’estimul s’han trobat majoritariament en organismes extremofils
envaint proteines involucrades amb processos de replicacid, recombinacid i reparacié del DNA.
Davant d’un estrés qualsevol, generalment, els organismes responen inhibint els processos
relacionats amb el metabolisme del DNA, d’aquesta manera eviten la toxicitat per la replicacio
del DNA i estalvien ATP necessari per a mantenir els processos bioquimics per a poder sobreviure
a l'estres. Aquestes inteines bloquejarien la reaccié de splicing i preservarien la integritat
cel-lular davant d’un estrés determinat recuperant la seva activitat després de qué aquest

passes. En aquest cas, les inteines representarien un benefici evolutiu per a I’hoste i explicaria

la marcada preséncia d’aquestes en el domini Archaea.
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Existeixen inteines naturals que modulen la seva activitat en funcié del potencial redox. Per
exemple la inteina de P. abyssi, la inteina Polll, la qual forma un pont disulfur entre la Cysli la
Cys+1 que blogueja la reaccid de splicing quan s’expressa en E. coli (BL21) [20]. Un altre exemple
és la inteina Mma Polll de I'arqueobacteri metanogenic M. marisnigri, la qual pot formar un pont
disulfur intern que modula I'activitat de la inteina en funcié del potencial redox d’E. coli [21].
La reaccio de splicing també pot ser regulada per la temperatura. Aquesta regulacio pot tenir
una gran rellevancia a nivell fisiologic, ja que s’"ha demostrat que I’activitat de diverses inteines
d’organismes hipertermofils esta regulada per la temperatura. Per exemple, la inteina
hipertermofilica de P. abyssi, Pab Polll [19]. P. abyssi, és un arqueobacteri hipertermofil
anaerobic que creix a temperatures properes a |'ebullicié de I'aigua (temperatura optima de
creixement de 96°C). Du i col-laboradors han demostrat mitjancant ressonancia magnética
nuclear (RMN) que aquesta inteina, a més d’estar regulada pel potencial redox com s’ha
comentat anteriorment, també es troba regulada per la temperatura a nivell estructural [19].
Pab Polll a temperatures mesofiliques , 25°C, presenta una elevada rigidesa estructural, la qual
bloqueja la reaccio de splicing a aquestes temperatures, a I'augmentar la temperatura aquesta
rigidesa es perd, i com a conseqliencia es recupera |'activitat catalitica de la inteina. Un altre
exemple de splicing regulat per la temperatura és el cas de les inteines de P. Horikoshii i T.
Sibericus, Pho RadA i Tsi RadA, respectivament. Diferents treballs experimentals han demostrat
que el precursor format per les exteines natives només pot catalitzar la reaccioé de splicing quan
s’'incuba a elevades temperatures. Aquesta regulacié per temperatura es perd quan la inteina
s’expressa amb exteines no natives, la qual cosa indica que la regulacid de la reaccié de splicing
en aquest cas ve donada per la interaccid exteina-inteina.

També s’han identificat inteines que regulen la seva activitat en funcioé de la concentracié de sals
en el medi, com ara, la inteina de I'arqueobacteri halofil H. Salinarum sp NCRI, Hsa Pol-Il, la qual

només catalitza la reaccid de splicing a concentracions de sal elevades [38].

1.1.3. Mecanisme de splicing

El mecanisme de splicing es troba exhaustivament estudiat i documentant [15], [28], [39], [40].
El mecanisme pel qual la inteina s’escindeix del seu precursor consta de quatre passos (Figura

1.5):
1- Desplacament N-S/O acil, dirigit pel residu catalitic 1 de la inteina (Cys/Ser). En aquest
pas el sofre de la Cys o I'oxigen de la Ser ataquen nucleofilicament el grup carbonil de

I’enllag peptidic que uneix la inteina amb I'exteina N, com a conseqiiencia es forma un

15



enllag tioéster o eéster. La molecula resultant d’aquest primer pas rep el nom
d’intermediari lineal.

2- Transesterificacio. El sofre de la Cys o I'oxigen de la Ser o Thr en posicié +1 de I'exteina
C ataquen nucleofilicament I'enllag tioéster/éster format en el pas 1 de la reaccié. El
producte d’aquest pas s’anomena intermediari ramificat.

3- Ciclacio de I’Asn del bloc G de la inteina. Aquest pas és irreversible i implica I'escissio de
la inteina i I'obtencié de I'exteina unida a través d’un enllag (tio)ester.

4- Reorganitzacio de I'exteina. En aquest pas es forma entre les dues exteines un enllag
amida donant lloc a la proteina madura. Aquesta etapa final és favorable des d’un punt

de vista termodinamic i no necessita I'ajuda de la inteina.

(O 3
Desplagament N = S/O Acil

l

LINEAL

)

Transesterificacio

O

.
3( O)
HaN Extc INTERMEDIARI
RAMIFICAT

(6]
Ciclacié de 'Asn

NH
HoN

302

HX
Hidrolisi succinimida

Reorganitzacio Acil l o
' XH

NH,

OH
PRODUCTE | B Huq Extc | HaN

HX

Figura 1.5. Mecanisme de splicing. Mecanisme estandard de la reaccio de splicing catalitzada per
inteines. X pot representar I'oxigen o el sofre de les cadenes laterals dels residus Ser, Thr o Cys. L’ordre en
que els electrons salten en els diferents passos de la reaccid de splicing estan numerats.
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Desplagcament N-S/0 acil

Aquest pas des d’un punt de vista termodinamic és desfavorable, ja que s’hidrolitza un enllag
peptidic per formar un enllag d’elevada energia com és I’enllag (tio)ester. La desestabilitzacio de
I’enllag peptidic es considera la millor explicacié per a la formacié de I'intermediari lineal. En
diverses estructures cristal-lografiques s’ha trobat que I'enllag peptidic -1 presenta una distorsio
en la seva planaritat, la qual facilita I’atac nucleofilic per part de la Cys/Ser. En el cas de la inteina
Mxe GyrA s’ha vist que I’enllag adopta una inusual configuracid en cis, en el mini precursor Sce
VMA aquest adopta una configuracio distorsionada en trans i en el cas de la la inteina Ssp DnaE
aquest adopta una configuracié normal en trans amb cert grau de tensié [41]-[44]. Altrament,
estudis de RMN realitzats amb el precursor Mxe GyrA marcant exclusivament I'enllag peptidic -
1 amb elsisotops 13Ci 15N, mostren que I’enllag amida presenta una naturalesa altament polar,
a conseqliéncia de la interaccio directa amb el residu conservat His del bloc B mitjangant un pont
d’hidrogen [45].

La distorsid en la planaritat de I'enllag peptidic entre I'exteina N i la inteina no és suficient perquée
es formi I'intermediari lineal. Per a la formacié del nou enllag (tio)ester es necessita: 1- la
desprotonacié del grup tiol o alcohol dels residus de Cys o Ser, respectivament; 2- I'estabilitzacio
de l'intermediari tetraedric, i 3- la protonacié del grup amida sortint. Utilitzant RMN, Wang i
col-laboradors [30], han proposat un mecanisme en el qual la His10 del bloc B a través de canvis
de pKa, té un paper essencial en la formacié de I'intermediari lineal. En primer moment aquesta
His actuaria com a base (pKa ~ 7,3), desprotonant el grup nucleofilic (hidroxil o tiol) facilitant
I'atac nucleofilic i comencgant d’aquesta manera la reaccid de splicing. A continuacid, aquest
mateix residu actuaria com a acid (pKa<3.5) protonant el grup amida sortint. En aquest
mecanisme |'estabilitzacié de l'intermediari tetraédric es produiria gracies a altres residus
conservats del mateix bloc B. En el cas de la Mxe GyrA, I'estabilitzacié es déna gracies a I’Asn76
i His79, i en la inteina Sce VMA per I’Asn76 i I'His79.

En algunes inteines I’Asp altament conservat del bloc F es troba interaccionant amb I’extrem N-
terminal de la inteina on es troba el residu catalitic [31], [46], [47], el que suggereix que aquest
residu també intervé en la formacié de l'intermediari lineal. De fet es creu que també aquest

Asp estabilitza I'intermediari tetraédric.

Transesterificacio

El segon pas en la reaccié de splicing de les inteines consisteix en la trans-(tio)esterificacié de

I’exteina N. En aquest pas |'exteina N passa d’estar unida del primer residu catalitic de la inteina
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al primer residu de I'exteina C, mitjancant un enllag (tio)-éster, formant-se d’aquesta manera
I'intermediari ramificat. Aquest pas es troba poc caracteritzat, principalment per les dificultats
a I’hora d’aillar I'intermediari lineal. Generalment, s’assumeix que els requeriments perqué es
realitzi aquest pas sdn els mateixos que per a la formacié de l'intermediari lineal, la
desprotonitzacié de la cadena lateral del residu nucleofil +1, el correcte posicionament per a
I'atac de I'enllag (tio)éster present en l'intermediari lineal, i I'estabilitzacié de I'intermediari
tetraedric [48], [49]. Actualment, es desconeix com es posen en contacte el nucleofil i I'enllag
(tio)ester de I'intermediari lineal, ja que en la majoria d’estructures d’inteines dipositades en el
PDB existeix una gran distancia, 8-9 A, entre el primer residu de 'exteina C i el primer residu de
lainteina[41], [43], [47]. Treballs recents [50]—[52] suggereixen que I’Asp del bloc F juga un paper
clau en la transesterificacid de les inteines. D’aquesta manera semblaria que els dos primers
passos de la reaccid de splicing estiguessin connectats a través d’'una complexa xarxa de ponts
d’hidrogen basada en I'acoblament de pKa que presenten el residu nucleofil 1 del bloc A (Cys o
Ser), la His del bloc B, i I’Asp del bloc F [52]. S’ha vist que en la inteina Mtu RecA, quan I’Asp del
bloc F es troba protonat, aquest presenta un pKa inusual de 6.1 i podria estabilitzar el nucleofil
en posicié 1. Després de la formacié de I'intermediari lineal el pKa d’aquest residu disminueix,
per tant actuaria com a acid desprotonant el residu catalitic +1, i promovent d’aquesta manera

la reaccio de transesterificacio [52].

Ciclacio de I’Asparagina

La formacié de I'intermediari ramificat implica I'escissio irreversible de la inteina del precursor.
En aquest pas, el nitrogen de la cadena lateral de I’Asn del bloc G, o amb menor freqiiéncia la
Gln, catalitza I'atac nucleofil sobre el carboni carbonil de I'enllag peptidic +1, formant-se
succinimida. En la inteina Mxe GyrA la formacié de I'intermediari ramificat estimula la ciclacid
de I'Asn, on és la velocitat limitant de la reaccié de splicing [50]. L’estructura de l'intermediari
ramificat de la inteina Mxe GyrA obtingut de manera semisintética mostra que I'estructuraila
dinamica del centre actiu ha estat alterat per I'establiment d’interaccions que posicionen
correctament la cadena lateral de I’Asn del bloc G per a I'atac nucleofil [53]. Altrament, estudis
computacionals i estructurals indiquen que les His dels bloc B i G sén importants en aquest pas
[50], tot i que algunes inteines han perdut la His del bloc G [54].

El mecanisme de splicing es pot veure afectat per diferents factors, com ara: mutacions dels
residus claus, la preséncia d’agents nucleofilics o la utilitzacié d’exteines no natives. Com a
consequiéncia, I'eficiencia del procés disminueix produint-se reaccions secundaries no desitjades

tals com la hidrolisi de I'extrem N- i/o C-terminal [34], [55]-[58]. La hidrolisi de I'extrem N-
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terminal consisteix en la hidrolisi de I'enllag (tio)ester format entre I'exteina N i el nucleofil 1 o
+1 en els intermediaris lineal o ramificat. Com a producte s’obté I'exteina N i la inteina amb
I’exteina C (Figura 1.6). En el cas de la hidrolisi de I'extrem C-terminal aquest es produeix a
consegliencia d’una ciclacié prematura de I’Asn del bloc G, o de la GIn en algunes inteines. Com
aresultat d’aquesta reaccid, s'obté per una banda I'exteina N unida a la inteina i I'exteina C lliure
(Figura 1.6). Un tret important a tenir en compte és que les reaccions d’hidrolisi de I'extrem N-
i C- terminal no estan coordinades. Les mutacions Cys1Ala o Ser1Ala sén una manera eficient de
bloquejar la primera etapa de la reaccid, i per tant, la hidrolisi de I'extrem N-terminal, mentre
que la hidrolisi de I'extrem C-terminal pot produir-se igualment [19], [31], [43]. Al contrari, passa
amb les mutacions que prevenen la ciclacié de I’Asn, com ara la substitucié de I’Asn per Ala. Es
a dir, el bloqueig de la ciclacié de I’Asn no impedeix que es formi I'intermediari lineal, el qual és

susceptible a la hidrolisi [59], [60].
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Figura 1.6. Reaccions d’hidrolisi dels extrems terminals. El mecanisme de splicing es pot veure
afectat per diversos factors donant lloc a reaccions no desitjades com la hidrolisi de I’extrem N- i C-
terminal.

1.1.4. Classes d’inteines

La majoria de les inteines descobertes fins ara presenten I'estructura en blocs descrita
anteriorment (Bloc A, B, F i G). Aquestes inteines pertanyen a la classe | d’inteines. S’han trobat
altres inteines amb variacions en I'estructura classica, les quals no utilitzen Cys o Ser en la posicid
1 pero si en altres localitzacions. Aquestes inteines es divideixen en les classes 2 i 3 en funcio del

mecanisme de splicing que presenten [61].
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Classe 2: Es caracteritza per tenir una Ala en posicio 1. En la classe 1 d’inteines la presencia d’Ala
en la posicié 1 bloqueja totalment la reaccidé de splicing. Per tant, les inteines de classe 2 han
adaptat el centre catalitic a aquesta péerdua del residu nucleofil i el que fan és directament
formar I'intermediari ramificat, és a dir, el nucleofil +1 ataca directament a I'enllag peptidic entre
la inteina i I'exteina N [46].

Classe 3: En aquest cas les inteines tampoc tenen el residu nucleofilic en la posicid 1, si no que
el tenen en una altra localitzacié. La Cys encarregada de formar I'intermediari lineal es troba en
el bloc F en el triplet conservat Trp-Cys-Thr [62]. Estudis mutacionals revelen que els residus Trp
i Thr no participen en el mecanisme de splicing.

A la Figura 1.7 s’esquematitza el mecanisme de splicing dut a terme per les tres classes

d’inteines.
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Figura 1.7. Mecanisme de splicing de les tres classes d’inteines. La majoria de les inteines
descrites fins ara corresponen a la classe 1 d’inteines, la qual catalitza la reaccid de splicing descrita
préviament. La classe d’'inteines 2 i 3 catalitzen la reaccié de splicing seguint altres vies, pel fet que
generalment I'aminoacid en posicid 1 no és capag de formar l'intermediari lineal. X representa I’atom de
sofre o oxigen de la cadena lateral de la Ser, Thr o Cys.

1.1.5. Distribucio dels aminoacids nucleofils en les posicions 1i +1

Liu i col-laboradors van analitzar la distribucié dels aminoacids nucleofils en les posicions 1i +1i
la seva combinaci6 en més de 500 inteines reportades en el InBase
(http://www.neb.com/neb/inteins.html) [63]. Com a resultat de I’estudi, van obtenir que el 77%
de les inteines presenten en la posicié 1 una Cys, el 10% una Ser i la resta, el 12%, tenen residus

no catalitics, com ara I’Ala. Amb referéncia a la posicid +1 van trobar que els residus Cys, Ser i
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Thr s’hi troben en un 40%, 40% i 20%, respectivament. Quan van mirar la combinacié dels dos
residus 1/+1 van observar la segiient distribucio: la combinacié Cys/Cys s’hi troba amb un 36%,
sent la més abundant, seguida per la combinacié Cys/Ser amb un 29%, la combinacié Cys/Thr
amb un 12%, i les combinacions Ser/Ser i Ser/Thr les dues amb un percentatge igual al 5% (Figura
1.8-a). Curiosament, la combinacié Ser/Cys no es troba en cap inteina natural. Aquesta

distribucid varia si es té en compte el grup taxonomic (Figura 1.8-b).

a 40% -
36%
35%
30%
25%
20%
15%
10%
5%
0%
c/c c/s /T S/s S/T Altres
b

60%

mArchaea wmEubacteria mEucarya

50% -

40%

30% +
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10% +
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c/c c/s c/T S/s S/T

Figura 1.8. Distribucid dels diferents nucleofils en les posicido 1 i +1. (a) Distribucio per a totes
les inteines, en I'eix de les X les diferents combinacions de residus en les dues posicions amb representacié
en les inteines, en I'eix de les Y el percentatge de cada combinacié. (b) EI mateix que abans, excepte que
les inteines estan dividides en funcid dels tres dominis de la vida, Archaea, Eubacteria i Eucarya.

Aquesta analisi mostra que el residu més freqlient en la posicié 1 és la Cys (77%) seguit per la
Ser (10%). En canvi en la posicié +1 es troben en la mateixa freqliéncia tots dos residus, Cys i Ser
(40%). Actualment, no s’ha descrit cap inteina que presenti una Thr en posicié 1, i només un 20%
de les inteines presenten aquest residu en posicio +1. Aquesta diferéncia respecte a la
distribucié dels residus en posiciéd 1 i +1, indica que la posicié 1 és més restrictiva a I'hora
d’acomodar altres residus que no sigui la Cys en la posicié +1. L’explicacié per la qual la majoria
d’inteines presenten una Cys en la posicié 1 probablement rau en les propietats nucleofiles

d’aquesta que permeten pugui ser reactiva sense la necessitat d’altres residus assistents com
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passa amb el cas dels residus de Ser i Thr [64],[65], i en la termodinamica del primer pas de la
reaccid de splicing (desplacament N-S acil) que és, com s’ha comentat anteriorment, altament
desfavorable. La Thrigual que la Ser presenta un grup hidroxil en la seva cadena lateral, en canvi,
la seva freqliéncia és molt més baixa. Aquest fet es pot explicar per qué la Thr en la seva cadena
lateral presenta un grup metil, el qual al tractar-se d’un grup apolar pot influi en les propietats

del solvent del seu voltant atenuant d’aquesta manera la reaccié de splicing [58].

1.1.6. Trans-splicing

Com s’ha comentat anteriorment, algunes inteines es troben de manera natural partides en dos
fragments codificats en dos gens diferents, els quals es transcriuen i s’expressen de manera
independent donant lloc al precursor N, format per I’exteina N unida a la inteina N, i al precursor
C, constituit per la inteina C fusionada amb I'exteina C. Aquest tipus d’inteines només
representen un 5% del total de les inteines descrites actualment [7]. Després de la traduccid dels
dos gens, les dues inteines interaccionen de manera no covalent i espontania per a reconstituir
I’estructura caracteristica del domini HINT.

Les sequéncies d’inteines partides descrites fins ara sén divergents i envaeixen almenys cinc
proteines hoste diferents, el que suggereix que no presenten un origen evolutiu comu [66]-[68].
El lloc pel qual la majoria d’inteines es troben partides és el lloc d’insercié del domini HEN, entre
el bloc B i F en moltes inteines contiglies o cis. El mecanisme pel qual aquestes inteines
presenten una estructura fragmentada en dues parts roman incert actualment, tot i que es
pensa que el gen va ser fracturat per la insercié erronia i la posterior perdua d’un domini
endonucleasa en una inteina. La perdua d’aquest domini aniria acompanyada de la

deslocalitzacio de les dues parts del gen fragmentat en dos locis separats (Figura 1.9) [66].
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Figura 1.9. Model proposat per la formacio d’inteines partides. Oninicialment un gen és envait
per una inteina (l). A continuacid, el gen és fracturat per la invasid d’'un domini endonucleasa (HEN) (ll).
Aquest domini endonucleasa en les inteines partides es perd (Ill), el que pot anar seguit d’'una
deslocalitzacio de les dues parts del gen fracturat en dos locis diferents (IV).
L’organitzacid estructural de les inteines partides és la mateixa que per a les inteines cis i
conserven els quatre blocs seqliencials nomenats anteriorment, perd en aquest cas es troben
repartits entre la inteina N i la inteina C. Generalment, de manera natural la inteina N sol tenir
una longitud al voltant dels 120 residus i la inteina C presenta una mitjana de 36 residus.
La familia més gran d’inteines partides caracteritzada avui en dia es troba envaint el gen DnaE
en almenys 20 espécies de cianobacteri [67]. Dintre d’aquesta familia es troba la inteina partida
millor caracteritzada actualment, la inteina partida de Nostoc punctiforme (Npu).
Avui dia, dipositades en el Protein Data Bank (https://www.rcsb.org) existeixen tan sols 9
estructures d’inteines partides, totes elles corresponen a construccions de la familia DnaE de
cianobacteris, concretament a les especies Synechocystis sp. PCC6803 (Ssp) [47], [69], [70] i
Nostoc punctiforme (Npu) [71], [72]. Cap d’elles correspon a la inteina N o inteina C aillada i
només dues de les estructures corresponen al complex IntN/IntC (codi PDB:4Ix3 i 4gfq) amb les
unitats unides de manera no artificial [73]. Dit d’una altra manera, en set de les nou estructures
d’inteines dipositades en el PDB la inteina N i la inteina C es troben fusionades, expressant-se
de manera recombinant a partir d’un Unic gen, per a generar d’aquesta manera una inteina
contigua. En qualsevol cas, aquests estudis verifiguen que les inteines partides adopten el
plegament en forma de ferradura caracteristic del domini HINT.
El primer pas perqué es doni la reaccid de trans-splicing és que els dos fragments de la inteina
partida interaccionin de manera especifica per formar el complex IntN/IntC (Figura 1.10). Perqué

la reaccié de trans-splicing sigui eficient els dos fragments de la inteina han d’interaccionar de
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manera rapida i amb una forta afinitat. L'alineament seqliencial de les inteines partides
demostra que existeix una forta segregacio de carregues, amb els residus acids concentrats en
la inteina N i els residus basics conservats en la inteina C i que aquesta es troba absent en les
inteines contiglies o cis-inteines [74], [75]. Muir i col-laboradors han demostrat que aquesta
segregacio de carregues és essencial per a la interaccid dels dos fragments i han identificat quins
son els residus implicats en les interaccions ioniques especifiques que s’estableixen entre els dos

fragments per a formar el complex [75].
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Figura 1.10. Esquema del mecanisme de trans-splicing.

Estudis cinetics i termodinamics sobre el procés d’associacié de les inteines partides de la familia
DnaE mostren que la interaccid entre els dos fragments és rapida i amb una forta afinitat. Per
exemple estudis de florescéncia realitzats amb la inteina partida Ssp DnaE presenten una
constant d’afinitat de I'ordre nanomolar (Kp~30 nM) i una constant de velocitat, kon, de ~10” M-
1 s1[76]. De la mateixa manera, els fragments de la inteina Npu DnaE també interaccionen
fortament (Kp ~ 2 nM) [75] i amb una baixa cinética d’associacié més rapida (kon de ~10°-10°M*
s1) [35].

Per a entendre com dues proteines aillades poden interaccionar i formar un complex amb
I’estructura entrellacada tipica de les inteines, s’han fet diverses analisis estructurals i biofisiques
utilitzant les inteines partides Ssp DnaE i Npu DnaE. Tots dos estudis convergeixen en qué els
dos fragments de la inteina de manera aillada no presenten una estructura tridimensional ben
definida, la qual assoleixen només després de la seva associacid. Per tant, la inteina N i la inteina

C es poden considerar proteines intrinsecament desestructurades (IDPs).

24



Introduccié

Liu col-laboradors utilitzant estudis biofisics i termodinamics proposen que la inteina N i la
inteina C de Ssp DnaE presenten un estat desplegat quan es troben aillades, el qual canvia
després de la interaccié dels dos fragments assolint I'estructura tipica en ferradura de les
inteines [77].

D’altra banda Muir i col-laboradors utilitzant tecniques biofisiques, han demostrat que
I'associacié dels dos fragments de la Npu és un procés composat per diferents passos. Aquest
model es basa en el fet que la inteina N presenta una estructura dividida en dos lobuls, els quals
presenten diferents propietats biofisiques. El primer lobul, NpuN1, format pels residus 1-50
presenta caracteristiques de globul fos (elevada hidrofobicitat i baixa carrega neta), i el segon
lobul, NpuN2, constituit pels residus 51-102 amb propietats caracteristiques de proteines
intrinsecament desestructurades (IDPs), com sén una elevada carrega neta i una baixa
hidrofobicitat.

En primer lloc, en el mecanisme proposat per I'associacid de la Npu DnaE, la NpuC seria
capturada per la NpuN2 mitjancant interaccions electroestatiques entre els residus basics de la
inteina Ci els residus acids del segon lobul de la inteina N, formant I'intermediari de plegament.
Després d’aquesta captura inicial les regions flexibles col-lapsarien en un estat ordenat el qual
estaria estabilitzat per interaccions hidrofobiques entre la NpuC i el primer Iobul de la NpuN.

Com a resultat s’obtindria I'estructura entrellacada tipica de les inteines [57] (Figura 1.11).

NpuC
Capture Collapse

Binding Intermediate Final Complex
NpuN, NpuN, (NpuN2-NpuC Complex)

= extein-bearing termini
Unbound Fragments © 9

Figura 1.11. Esquema del mecanisme de captura i col-lapse per I’associacio dels dos
fragments de la inteina partida Npu DnaE proposat per Muiri col-laboradors. La NpuC és capturada
pel I1obul NpuN2 mitjangant interaccions electroestatiques. Després aquest col-lapsaria donant lloc a una
estructura ben definida, la qual estaria estabilitzada per interaccions hidrofobiques entre la NpuCi el Iobul
NpuN1. Esquema reproduit de Shah et al., 2013 [57].
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1.1.7. Aplicacions

L'interés en I'estudi de les inteines i el seu mecanisme no es troba només en el coneixement en

si, si no en les nombroses aplicacions que se’n deriven.

Marcatge isotopic de proteines multidomini

Actualment, una de les principals tecniques per a resoldre I'estructura tridimensional de les
proteines és la ressonancia magnética nuclear (RMN). Aquesta técnica presenta una limitacid i
és que no es pot resoldre I'estructura tridimensional de proteines més grans de 100 kDa [78].
Cal dir que un dels problemes més grans d’aquesta tecnica és la dificultat d’interpretar espectres
obtinguts de proteines grans per la gran quantitat de senyals que generen. El marcatge isotopic
diferencial ofereix un mitja per estudiar de manera especifica la regié d’interés en proteines
grans en un context nadiu mitjangant RMN [79]-[81]. La reaccié de trans-splicing catalitzada per
inteines partides ofereix un métode per al marcatge isotopic diferencial [79]-[81]. Aquesta
tecnica es pot dur aterme in vitro i in vivo. In vitro els dos precursors, precursor N i C, s’expressen
de manera individual, i després en un tub d’assaig es realitza la reaccié de trans-splicing. En
aquest cas, per a obtenir un sol domini marcat de manera especifica, el precursor que conté el
domini d’estudi s’ha d’expressar amb medi minim marcat isotopicament. Per a la reaccio in vivo
els dos precursors es coexpressen en E. coli amb el sistema dual pskDuet01-pskBAD2. Aquests
dos vectors a part dels elements que permeten el seu manteniment simultani en la cel-lula,
tenen promotors diferents, els quals permeten I'expressié independent dels dos precursors.
Com a resultat de la produccié s’obté el producte de trans-splicing. En aquest cas, en primer lloc
s’'indueix I'expressid del domini marcat, i un cop expressat aquest domini es recullen les cel-lules

i es resuspenen en medi no marcat induint-se I'expressio de I'altre domini [82].

Expressed protein ligation (EPL)

L'EPL permet la unié de proteines recombinants i peptids sintétics en condicions aquoses [83],
[84].
Aquesta técnica permet incorporar de manera especifica nombroses modificacions quimiques a
la proteina diana com ara fluorofors, molecules de DNA, modificacions post-traduccionals i
aminoacids no naturals en diferents posicions de la proteina.
Perque es doni I'EPL es necessita:

- Unenllag a-tioester en la proteina d’estudi

- Un péptid sintétic amb una Cys en I'extrem N-terminal
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L'enllag a-tioester de la proteina s’aconsegueix amb I'expressié recombinant de la proteina
d’estudi (exteina N) fusionada amb una inteina. La inteina utilitzada ha de presentar una Cys en
posicié 1iuna mutacié en I’Gltima Asn, la qual blogueja la ciclacié d’aquesta. D’aquesta manera,
el desplacament N-C acil es dona formant-se un enllag tioester entre I'exteina N i la inteina, el
qual pot ser hidrolitzat utilitzant I’agent reductor adequat. Com a resultat, s’obté la proteina
recombinant amb un tioéster en I'extrem C-terminal, el qual pot interaccionar i unir-se (trans-

tioesterificacid) amb el peptid sintetic amb una Cys en I'extrem N-terminal (Figura 1.12).
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Figura 1.12. Expressed Protein Ligation (EPL). A I'esquerra es mostra la formacio de la proteina
recombinant amb un oa-tioester mitjangant la tiolisi de I'intermediari lineal catalitzada per la preséncia
d’un excés d’agent reductor (HS-R). A la dreta es mostra la moléecula sintéetica amb una Cys en I'extrem N-
terminal i la desproteccié d’aquesta. La regié emmarcada correspon a la lligacié quimica propiament, en
la que la Cys N-terminal catalitza la transesterificacid de la proteina a-tioester, seguida d’un desplagament
S-N acil que genera el nou enllag peptidic unint les dues molécules. Esquema reproduit de Vila-Perello and
Muir, 2010 [84b].

Ciclacio de proteines in vivo (SICLOPPS)

La ciclacié de péptids s’utilitza generalment en quimica médica per augmentar 'estabilitat i
I'activitat del peptid. La capacitat de generar peptids ciclics dintre de la cel-lula ofereix la
possibilitat de crear una gran llibreria per a realitzar recerques d’alt rendiment. Aixo es pot fer
inserint en cada extrem de la proteina diana la inteina N i la inteina C d’una inteina partida. Per
a obtenir el péptid circular la inteina C s’ha d’inserir en I'extrem N-terminal d’aquest i la inteina

N en I'extrem C-terminal, la qual cosa permet després de la reaccid de trans-splicing la formacio
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d’un enllag peptidic entre els grups a-ami i a-carboxil terminal (Figura 1.13) [85]. Aquesta técnica
s’utilitza molt per a trobar inhibidors a diversos processos, com ara péptids ciclics inhibidors de

la a-sinucleina [86].
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Figura 1.13. Esquema de la generacio de proteines cicliques a través de la reaccid de trans-
splicing. El péptid d’interes s’expressa flanquejat per la inteina C, I, i la inteina N, Iy, en I'extrem N- i C-
terminal, respectivament. Esquema reproduit de Vila-Perello and Muir, 2010 [84b].

Conditional protein splicing (CPS)

Com ja s’ha explicat anteriorment en els ultims anys s’han reportat diferents inteines I'activitat
de les quals es troba regulada per factors ambientals. Disposar d’inteines les quals puguin
modular I'activitat de les exteines in vivo sota un determinat estimul té un gran interés bioquimic
i biomedic. Imagineu-vos poder controlar en temps I'activitat d’una determinada proteina? |
d’un farmac?, podria solucionar molts problemes actuals reals en el camp de la biomedicina. Per
aquesta rad, en els ultims anys s’han realitzat nombrosos esforcos per a obtenir de manera
natural o sintéetica inteines robustes que permetin el CPS.

Tant inteines en cis com en trans poden catalitzar CPS, pero en el cas d’aquestes ultimes la

reaccio rep el nom de PTS (Protein Trans-Splicing).
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Actualment, existeixen nombroses estratégies per a modular de manera artificial I'activitat de

les inteines, aquestes es poden englobar en tres tipus:

1-

Inhibicié de la reaccid de splicing per introduccié d’'un grup protector amino (Figura
1.14-a).

La reaccio de splicing es veu inhibida per la introduccié d’un grup protector amino, el
qual bloqueja la interaccid entre els fragments d’una inteina partida o bé en el ca de cis-
inteines bloqueja la reaccié de splicing. Aquest grup protector s’elimina amb llum
ultraviolada. Amb aquest sistema, s’obtenen inteines les quals poden modular la seva
activitat amb llum UV [87].

Regulacié al-lostérica de I'activitat de la inteina per incorporacié d’'un domini d’unio a
lligand (Figura 1.14-b).

La insercid del domini d’unié a lligand interromp la inteina bloquejant la seva activitat.
La unié del lligand al domini provoca un canvi conformacional en aquest, i com a
consegliéncia la inteina recupera la seva activitat.

Un bon exemple d’aquest tipus de regulacid, és el sistema desenvolupat per Liu i
col-laboradors en el qual reemplacen el domini endonucleasa de la inteina RecA per la
regié del domini ER LBD responsable de la unié al seu lligand natural, genticina, i a la
molécula petita sintética 4-HT [88]. Dintre d’aquest context la inteina només pot
catalitzar la reaccié de splicing en preséncia de genticina i/o 4-HT. Es creu que en
abséncia del lligand el domini d’unié interacciona amb el complex Hsp90 prevenint el
correcte plegament de la inteina i per tant, bloquejant la seva activitat. La preséncia del
lligand desplacaria la interaccié del domini amb el complex, i com a conseqiiéncia la
inteina adquiriria el seu plegament natiu i restauraria la seva activitat

Interaccid dels dos fragments d’una inteina partida facilitada per dominis
d’heterodimeritzacié (Figura 1.14-c).

En aquest cas sutilitzen inteines partides artificialment, els fragments de les quals
presenten una baixa afinitat entre ells i es fusionen amb dominis d’heterodimeritzacid,
els quals associen en preséncia d’una molécula petita o de llum. Un exemple és el
sistema sensible a la preséncia de Ca*?, construit per Kwon i col-laboradors, on s’utilitza
la inteina partida artificialment Sce VMA de S. Cerevisae. Per a promoure |'associacié
dels dos fragments, s’han utilitzat el domini d’unié a calci (CaM) i el domini d’unié a
calmodulina (CaMBD). CaM s’uneix a I'extrem C-terminal de la inteina N, i CaMB a

I’'extrem N-terminal de la inteina C. En presencia de calci el domini CaM és activat
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estructuralment i pot unir-se al domini CaMBD, com a conseqiiéncia els dos fragments

de la inteina associaran i es donara la reaccié de splicing [89].
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Figura 1.14. Conditional Protein Splicing (CPS). (a) Inteina partida amb un grup protector amino
la qual només sera activa després d’irradiar-la amb la longitud d’ona correcta. (b) Inteina fusionada a un
domini d’unid a lligand, aquesta només catalitzara la reaccid de splicing quan s’uneixi el lligand. (c) Inteina
partida la qual només catalitzara la reaccié de splicing sota condicions quimiques que indueixin la
dimeritzacio.

1.2. Adaptacid de les proteines a elevades temperatures

Els organismes hipertermofils sén aquells que presenten una temperatura optima de creixement
per sobre dels 80°C [90]. Es troben representats en els dominis Bacteria i Archaea i colonitzen
tant medis terrestres com aquatics. Les proteines d’aquests organismes, proteines
hipertermofiles, s’han adaptat per a ser actives a elevades temperatures presentant una elevada
termoestabilitat. Alguns d’aquests enzims sdOn actius a temperatures per sobre del punt
d’ebullicié de I'aigua [91]. Aquestes proteines no treballen bé a temperatures mesofiliques, per
sota dels 40°C.

Actualment, es pensa que els hipertermofils sén les primeres formes de vida que van sorgir a la
terra [92]. Les proteines hipertermofiliques presenten un gran interés des d’un punt de vista
evolutiu i molecular. Entendre les bases moleculars de I'elevada termoestabilitat d’aquestes
proteines permetria desenvolupar noves proteines amb una elevada eficiencia, aixi com un

ampli ventall d’aplicacions biotecnologiques.
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Avui en dia s’ha arribat al consens de qué no existeix un Unic mecanisme responsable de
I'elevada termoestabilitat de les proteines hipertermofiles, sind que és el resultat de
I'optimitzacié de diferents mecanismes i interaccié . A continuacid, s’explicara de manera
resumida el que es coneix dels determinants moleculars que proporcionen aquesta elevada

termoestabilitat.

1.2.1. Composicié d’aminoacids

Fukuchi i col-laboradors van realitzar un estudi estadistic on van comparar la composicio
d’aminoacids de 47 proteines d’organismes termofils, temperatura de creixement entre 65°C-
70°C, amb 144 proteines d’organismes mesofils. Amb aquest estudi van trobar que les proteines
d’organismes termofils presenten més aminoacids carregats (Lys, Arg i Glu) que les proteines
d’organismes mesofils, a excepcié de I'’Asp el qual es troba en menor freqiéncia. Aquest
increment en el nombre de residus carregats va acompanyat d’una disminucié en el nimero de
residus polars (Asn, GIn, Ser i Thr). El decrement en I'Us d’Asn, GIn i Asp és degut a la seva
termolabilitat [93]. A elevades temperatures I'Asn i el GIn poden patir una reaccié de
desaminacié, mentre que I’Asn i Asp també poden participar en la hidrolisi de I’enllag peptidic.
Aquesta degradacid induida per temperatura només és significant a temperatures per sobre dels
80°C a pH neutre. Les proteines d’organismes termofils han adaptat els microentorns que
envolten aquests residus per a reduir o fins i tot bloquejar aquest tipus de reaccions no
desitjades, per exemple amb I'estabilitzacié per ponts d’hidrogen, o bé la preséncia de cofactors.
Per altra banda, també es va observar un augment en I'Us de residus hidrofobics amb cadena
lateral ramificada (Val, Leu i Iso) [94]. Aquests resultats es troben reforcats per altres estudis
[95], [96]. Finalment, un altre tret caracteristic és que els aminoacids aromatics es veuen

afavorits en proteines (hiper) termofiliques [97], [98]

1.2.2. Optimitzacid de I'estructura terciaria i interaccions no covalents

Diverses caracteristiques estructurals estan relacionades amb I'elevada estabilitat de les
proteines (hiper)termofiliques [93].
Interaccio amb el solvent i formacio de ponts salins

Diversos estudis experimentals i bioinformatics on es comparen proteines mesofiliques i
hipertermofiliques demostren que aquestes ultimes presenten un increment en el nombre de

residus carregats en la superficie de la proteina [99], [100], i per tant un augment en el nimero
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d’interaccions amb el solvent i ponts salins. La presencia d’abundants residus carregats en la
superficie, els quals exposen les seves cadenes laterals al solvent, creen una densa xarxa de
ponts d’hidrogen entre la proteina i el solvent [99], [101]. Aquesta extensa capa de solvatacio
pot augmentar la termoestabilitat de la proteina, ja que impedeix que les molécules d’aigua
penetrin cap al nucli hidrofobic, i per tant, les fa resistents a la desnaturalitzacié [102][103],
[104]. Per altra banda, els residus carregats també poden contribuir a I'estabilitat de la proteina
formant interaccions electroestatiques. Es troba ben documentat que els ponts salins formats
entre les cadenes laterals de dos aminoacids carregats oposadament tenen un efecte
estabilitzador en condicions mesofiliques si es troben enterrats dintre de la proteina, ja que la
formacid d’aquestes interaccions presenta una gran penalitzacié per desolvatacié [105]. S’ha
vist que en cas de proteines termofiliques aquest tipus d’interaccions contribueixen més a
I'estabilitat de la proteina, pel fet que la penalitzacié per desolvataci6 amb la temperatura

disminueix [106].

Nucli hidrofobic, empaquetament molecular i flexibilitat

Un augment de les dimensions en el nucli hidrofobic sembla ser un tret caracteristic de
I’adaptaciod a elevades temperatures de les proteines. Com bé s’ha comentat anteriorment, els
ponts salins i les interaccions amb el solvent juguen un paper important en la termoestabilitat
de les proteines. De tota manera, la preséncia d’un gran nombre de residus carregats dintre de
I’estructura tridimensional nativa de la proteina comporta un elevat cost entropic, tot i tractar-
se de proteines (hiper)termofiliques [97]. Per a compensar aquest cos entropic, les proteines
(hiper)termofiliques, han aumentant el seu contingut en residus hidrofobics voluminosos,
especificament en l'interior de la proteina, la qual cosa comporta un augment del nucli
hidrofobic [99]. D’altra banda, I'index hidrofobic, el qual defineix el grau d’hidrofobicitat d’un
aminoacid (com més gran és l'index més hidrofobic és I'aminoacid), dels residus polars
augmenta amb la temperatura substancialment, en canvi, pels residus hidrofobics és manté
constant o augmenta sensiblement [97]. Aquest resultat, juntament amb els diferents estudis
comparatius realitzats entre proteines (hiper)termofiles i mesofiliques que demostren que les
proteines (hiper)termofiles tenen un nucli hidrofobic més gran, suggereixen que les forces
hidrofobiques tenen un gran efecte estabilitzador a elevades temperatures [98], [107], [108].

L'augment en el nombre de residus hidrofobics voluminosos, a més a més, comporta un
augment en el grau d’empaquetament del nucli proteic [109]. Una elevada densitat
d’empaquetament molecular es considera una altra caracteristica de les proteines adaptades a

elevades temperatures [110]-[114]. Un empaquetament dens del nucli hidrofobic comporta
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indirectament una reduccié en les cavitats de I'estructura nativa, com a conseqliéncia, es
redueix la probabilitat de qué les molecules d’aigua del solvent penetrin en el nucli hidrofobic,
augmentant la resistencia a la desnaturalitzacio.

Un altre factor que es creu que augmenta I’estabilitat téermica de les proteines és la reduccié de
la flexibilitat de I’estat natiu [115]. Diferents estudis d’intercanvi H-D realitzat per RMN [116]—
[118] i de fluorescéncia (Trp) [119] donen suport a la hipotesi que les proteines
hipertermofiliques son més rigides que les seves homologues mesofiliques a temperatures
mesofiliques. Aquesta hipotesi implica un canvi conformacional de la proteina, la qual aniria
d’un estat ‘rigid’ a baixes temperatures, on la proteina no seria activa, a un estat ‘flexible’ a
temperatures properes a la temperatura optima de creixement de I'organisme, on la proteina
presentaria la seva activitat.

Aixi també, les regions desestructurades de les proteines aixi com els loops, actuen com a llocs
de desnaturalitzacié térmica, amb la qual cosa es postula una reduccié d’aquestes regions com

a possible mecanisme addicional per augmentar la termoestabilitat en proteines [102].

Ponts d’hidrogen

Les proteines d’organismes (hiper)termofils presenten un lleuger increment en el nombre de
ponts d’hidrogen intramoleculars, el qual no pot explicar per si sol I'elevada estabilitat téermica
d’aquestes proteines [97], [120]. Els ponts d’hidrogen contribuirien a la termoestabilitat de la
proteina des d’un punt de vista entalpic, ja que la formacié d’un pont d’hidrogen comporta una

energia lliure mitjana de -1.3 kcal/mol [121].

Interaccions aromatiques

L'abundancia de residus carregats i aromatics en proteines (hiper)termofiliques obre la
possibilitat d’augmentar les interaccions catié-m i les interaccions m-mt en l'interior proteic.
Mentre que existeix un consens en el paper estabilitzador de les interaccions catié-mt
[105],[122]-[124], el paper de les interaccions n-it es troba en debat. Probablement, el motiu
d’aquest debat és perque el principi de les interaccions m-mt es poc conegut. En canvi, les bases
de les interaccions catio-mt son ampliament conegudes. En proteines, aquestes interaccions
normalment impliquen un residu d’Arg el qual interacciona a través del grup guanidini de la seva
cadena lateral amb la cadena lateral d’un residu aromatic [122], [124]. La interaccid que

s’estableix és de caracter electroestatic i ajuda a assolir I'estabilitat a elevades temperatures.
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Ponts disulfur

Generalment, els ponts disulfur tenen un paper estabilitzador en les proteines, ja que
disminueixen I'entropia de I'estat desplegat [125]. A causa de I'elevada reactivitat de les Cys i a
la susceptibilitat que presenten els ponts disulfur a trencar-se a elevades temperatures el paper

estabilitzador dels ponts disulfur no és clar en el cas de les proteines (hiper)termofiliques.

Oligomeritzacio

S’ha vist que les proteines (hiper)termofiliques presenten més tendéncia a presentar estats
oligomeérics, a diferéncia de les seves homologues mesofiliques (Taula 1.2) [120].
L'oligomeritzacié redueix la superficie exposada a solvent, resultant en un increment en
I’entropia del sistema, aconseguint un estat termodinamic més favorable. Per aquesta rao es
pensa que |'oligomeritzacié pot ser també un mecanisme especialitzat per a I'adaptacio de les

proteines a elevades temperatures.

Taula 1.2. Comparacio del nombre de subunitats entre proteines hipertermofiliques i mesofiliques [120].

Proteina N° de subunitats
Hipertermofils Mesofils

PGK 2 1
B- Glucosidasa 4 1
Antranilat sintetasa 2 1
Dihidrofolat reductasa 102 1
Foforibosil-antranilat isomerasa 2 1
B- Glicosidasa 4 2
MkCH 3 2

1.3. Lainteina partida Neq pol

Nanoarcheaum equitans és un organisme parasit, hipertermofil i anaerobic estricte, el qual creix
exclusivament en la superficie del crenarchaea Ignicoccus sp. Kin4/l i en un rang de
temperatures entre els 70°C i els 98°C (temperatura optima 90°C).

Amb la seqlienciacio del seu genoma es va identificar la inteina Neq pol, la qual fragmenta en
dos el gen de la DNA polimerasa B. El precursor N, constituit per la inteina N (NegN) i I'extrem
N-terminal de la DNA polimerasa, es troba separat en el cromosoma per 83295 pb del precursor

C, format per la inteina C (NeqC) i I'extrem C-terminal de la DNA polimerasa (Figura 1.15) [68].
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Genoma
N.equitans
490885 pb

83295 pb

DNA poly Neay Negc DNA polc

Precursor N Precursor C

Figura 1.15. Mapa del genoma de N. Equitans amb I’estructura de la inteina partida Neqg
pol. En el mapa del genoma s’indica la mida d’aquest en pb i la distancia que separa els dos gens que
codifiquen pels dos precursors proteics, el precursor N i el precursor C, estructura dels quals esta
esquematitzada. Esquema reproduit de Choi et al., 2005 [68].

La inteina Neq pol és I'Gnica inteina partida descrita avui en dia del domini Archaea, la qual cosa
explica la inexistent homologia a nivell de seqiiencia amb la part N-terminal de la resta d’inteines
partides.

Aixi mateix aguesta inteina és la primera inteina partida descrita fins ara que presenta com a
residus catalitics una Ser en posicié 1 i una Thr en posicid +1. La resta d’inteines descrites de la
familia DnaE presenten en totes dues posicions una Cys.

D’altra banda, la inteina Neq pol és una de les inteines partides més petites. El fragment NegN
esta format per només 98 residus mentre que el fragment NeqC en té 30 residus.

Per ultim, perd no menys important, cal esmentar el treball realitzat per Choi i col-laboradors on
van demostrar que el producte de trans-splicing augmentava proporcionalment amb la
temperatura a partir dels 50°C, arribant al seu maxim a una temperatura de 80°C. En canvi, a
temperatures per sota dels 50°C el producte d’aquesta reaccié era gairebé inapreciable [68], la
qual cosa suggereix que la reaccid de trans-splicing catalitzada per la inteina partida Neq pol

podria estar regulada per la temperatura.

35






2.

Objectius






Objectius

L’estudi de les inteines ha permés desenvolupar noves técniques en el camp de la biotecnologia
i biologia molecular. En els Ultims anys ha guanyant molt d’interes el Conditional Protein Splicing
(CPS), on una inteina modula la seva activitat en funcid de factor externs, ambientals o
moleculars, permeten regular d’aquesta manera I'activitat de la proteina hoste. La inteina
partida Neq pol és una bona candidata per a ser utilitzada amb aquesta finalitat, ja que s’ha
demostrat que només catalitza la reaccid de trans-splicing a temperatures per sobre dels 50°C.
D’altra banda des d’un punt de vista bioquimic, aquesta inteina partida és interessant per dos
motius:

1- ésla primera inteina partida hipertermofilica

2- ésl’Unica inteina partida amb la combinacié catalitica Ser1/Thr+1.

En aquesta tesi s’han dut a terme tot un seguit d’estudis fisicoquimics, cinetics i estructurals per
tal d’entendre el mecanisme pel qual els dos fragments de la inteina associen a elevades
temperatures i d’aquesta manera com la inteina catalitza la reaccié de trans-splicing. Els
objectius concrets d’aquesta tesi son:

1- Caracteritzar la reaccié de trans-splicing catalitzada per la inteina Neq pol en un context
exogen (unida a exteines que no son les propies) per tal d’entendre millor com la
temperatura modula I'activitat de la inteina i en especial el paper de la Ser en la posicio
1.

2- Caracteritzacio des d’un punt de vista cinetic i termodinamic del procés d’associacio dels
dos fragments de la inteina Neq pol.

3- Caracteritzaci6 fisicoquimica i estructural del fragment N-terminal de la inteina partida
Neq pol de manera aillada.

4- Caracteritzacio fisicoquimica i estructural del fragment N-terminal de la inteina partida

Neq pol formant complex amb el fragment C-terminal.
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Material i Métodes

3.1. Material biologic

3.1.1. Soques bacterianes

E. coli DH5-a. Aquesta soca s’ha utilitzat per a obtenir multiples copies de DNA dels plasmidis
utilitzats en aquesta tesi. Aquesta soca presenta una elevada taxa de transformabilitat, i el
genotip hsdR17(rk-,mk+) el qual li permet metilar el DNA propi i li impedeix destruir DNA forani.
Genotip: F-, 880AlacZAM15, A(lacZYA-argF), U169, deoR, recAl, endA1, hsdR17(rk-, mk+), phoA,
supE44, \-, thi-1, gyrA9e, relAl

E. coli BL21(DE3). Aquesta soca s’ha utilitzat per a I'expressiéo recombinant de les diferents
construccions. Ha estat obtinguda de Novagen, USA. Aquesta soca és deficient per les proteases
Lon i OmpT. La peculiaritat d’aquesta soca és que conté el profag DE3 que transporta el gen de
la T7 RNA polimerasa sota el control del promotor lacUV5, el qual es induible per IPTG.

Genotip: F—, ompT-, hsdS(rB— mB-), dcm+, gal, A(DE3), lon-

3.1.2. Vectors procariotes utilitzats per a I’expressid de proteines recombinants

El gens que codifiquen pels fragments NegN i NeqC de la Neq pol es van obtenir del vector
comercial pIDT-Smart-Kan-_NEQ (Integrated DNA tecnologies, USA), el qual té resisténcia a la
kanamicina.

El gen que codifica per la NegSC es va obtenir del vector comercial pIDTSMART-AMP:NEQsc
(Integrated DNA tecnologies, USA), el qual té resistencia a I'ampicil-lina.

El vector d’expressié pSKDuet01 (Addgene, USA [33]) conté el promotor T7 el qual es reconegut
per la T7 RNA polimerasa induible per IPTG. Seguidament, hi ha la seqliéncia que codifica per
una cua d’histidines, la proteina GB1 i la NpuN. Aquest vector presenta resisténcia a kanamicina
i un origen de replicacié d’alt nombre de copies RSF1030.

El plasmidi pSKBAD2 (Addgene, USA [33]) conté un origen de replicacié de baix nombre de
copies, ColEl. A més a més, conté el promotor araBAD el qual s’indueix amb arabinosa i
resisténcia a ampicil-lina. Entre les dianes de restriccio Ndel i Hind3 es troba la seqiiéncia que
codifica per la NpuC i la GB1.

Aquests dos plasmidis presenten origens de replicacié diferents i compatibles, aixi com
resisténcia a dos antibiotics diferents, la qual cosa permet coexpressa-los en una mateixa cél-lula

bacteriana.
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El plasmidi pBADM-20 (EMBL, Germany), va ser dissenyat per augmentar la solubilitat de les
proteines a expressar, facilitant d’aquesta manera la seva purificacié. Aquest vector codifica per
la proteina tioredoxina A (TrxA) seguida d’una cua d’histidines i la seqiiéncia diana de la proteasa
TEV. L'expressié de la proteina recombinant es troba sota el control del promotor araBAD,
I’expressid del qual s’indueix amb arabinosa. D’altra banda, presenta un origen de replicacié d’E.
coli, pUC i com a marcador de seleccié presenta resisténcia a I'ampicil-lina.

Tots els vectors descrits a continuacid tenen el promotor T7, I'expressio del qual s’'indueix amb
IPTG.

El vector pET-21a(+) (Addgene, USA) conté en I'extrem N-terminal la seqliencia de I'epitop T7,
la qual facilita la deteccid de proteines per técniques inmunohistoquimiques, i en I'extrem C-
terminal una cua d’His. Aquest plasmidi té resistencia a I'ampicil-lina i un origen de replicacié.
El plasmidi pET-22b(+) (Addgene, USA) en I'extrem N-terminal con té la seqliéncia senyal pelB,
la qual potencia la localitzacid periplasmatica de la proteina, i en I'extrem C-terminal una
seqliencia de 6 His. Aquest plasmidi té resisténcia a I'ampicil-lina i un origen de replicacid
pBR322.

El vector d’expressid pET-28a(+) (Addgene, USA) en I’extrem N-i C-terminal codifica per una cua
d’histidines. Aquest plasmidi té resisténcia a kanamicina i un origen de replicacié

El plasmidi pET-29a(+) (Addgene, USA) en I'extrem N-terminal conté la seqléncia que codifica
pel peptid S, el qual facilita la purificacié de la proteina recombinant en una columna d’afinitat
amb S-ribonucleasa A, i la seqliencia diana per la trombina. Aquest vector té resistencia a la

kanamicina i un origen de replicacié pBR322.

3.2. Teécniques de DNA recombinant

3.2.1. Extraccid i purificacié de DNA plasmidic

L’obtencié d’una elevada quantitat de DNA plasmidic pur és un pas clau en biologia molecular,
ja que constitueix el material de partida de moltes tecniques, com ara la transformacio de
cél-lules competents i el clonatge de gens. Per a obtenir DNA plasmidic d’elevada qualitat s’ha
utilitzat el kit comercial, QlAprep® Spin Miniprep Kit (Agilent Technologies, USA), seguint el

protocol indicat per la casa comercial.
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3.2.2. Digestio amb enzims de restriccio

Els enzims de restriccid utilitzats en aquest treball han estat subministrats per Roche S.L (Roche
Molecular Biochemical, Germany)

Per a assegurar I'exit de les digestions i reduir al maxim reaccions no desitjades el volum de
I’enzim de restriccid no supera en cap de les reaccions el 10% del volum total (concentracio final

de glicerol £ 5%), les reaccions s’incuben a 37°C durant un temps maxim de 3 h.

3.2.3. Mutagenesi dirigida

Per a introduir mutacions puntuals es va utilitzar el kit QuickChange™ (Agilent Technologies,

USA) segons les instruccions de la casa comercial. Per tal d’eliminar el DNA parental, abans de

transformar les cél-lules DH5q, el producte de la PCR es digereix amb Dpnl a 37°C durant 1 hora.

3.2.4. Disseny dels oligonucleotids

Per al disseny dels oligonucleotids es van seguir les seglients premisses. Els oligonucleotids per
a mutagenesi dirigida han de tenir una longitud aproximada de 21 nucleotids, amb la mutacid
introduida en el centre de la seqliencia. Han de presentar un contingut GC > 40%, i si pot ser,
I’extrem 3’ hauria d’acabar amb una o més Co G.

La temperatura de fusié (Tm) es calcula seguint la segiient férmula:

Tm = 81.5 + 0.41(%GC) — 675/N - % de desaparellament

on N és el nombre de nucleotids totals de I'oligonucleotid, %GC és el contingut en guanina +
citosina en % i el % desaparellament és el percentatge de nucleotids que no hibriden amb Ila
seqliéncia patro.

Els oligonucleotids utilitzats en aquest treball han estat subministrats per Roche Diagnostics S.L

(Roche Molecular Biochemical, Germany).

3.2.5. Hibridacid de nucleotids

Els oligonucleotids sén subministrats en forma de liofilitzat. El primer pas per a realitzar la
hibridacid és resuspendre el liofilitzat amb 200 ul d’H20 MilliQ, seguidament determinar la seva
concentracié per absorbancia a 260 nm, per acabar preparant concentracions equimolars dels
dos oligonucleotids. Finalment, es barregen volums iguals dels dos oligonucleotids i s’incuben

durant 1 hora a 90°C i es deixen refredar gradualment fins a temperatura ambient.
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Taula 3.1. Oligonucleotids utilitzats en aquest treball.

Nom Sequencia (5°-3'-) Objectiu Plasmidi Tm (°C)
1 T7PROM TAATACGACTCACTATAGGG Segiienciacié -
2 T7 TERM CTAGTTATTGCTCAGCGGTG -
3 pBADfw ATGCCATAGCATTTTTATCC Sequenciacié i ampliacio del gen de la GB1. -
4 pBADrev GATTTAATCTGTATCAGG -
5 native_NeqN1 CTAGCGGATCCTTTAAAGTGATTTATGGTG Clonatge per a introduir 6 residus de I’'extrem C-terminal de pET21-a(+)_T7-NegN
6 native NegN2  GCCTAGGAAATTTCACTAAATACCACCTAG I'exteina N de N.equitans
7  wt_NegN1l GTGATTTATGGTGATTCCATCATGGACACTG Mutagénesi dirigida per a introduir I’Asp en posicié -1 de pET21-a(+)_FKVIYG-NegN 70.5
8  wt_NegN2 CAGTGTCCATGATGGAATCACCATAAATCAC Iexteina N de N.equitans
9 D-1_NeqN1 GGGAAGGATTTCAGAAGGCGACTCCATCATGGACACTG Mutagenesi dirigida per introduir I'Asp en posicié -1 de pSKDuetO1l_H6MBP-NeqN/pET- 85.3
10 D-1_NegN2 CAGTGTCCATGATGGAGTCGCCTTCTGAAATCCTTCCC I'extrem N-terminal de N.equitans 28a(+)_H6MBP-NegN
11  SerlCysl GATTTATGGTGATTGCATCATGGACACTG Mutagénesi dirigida per a introduir la mutacié Ser1Cys pSKDuet01_H6GB1(wt)-NegN 71.7
12 SerlCys2 CAGTGTCCATGATGCAATCACCATAAATC
13 Stop_NeqCl CTACACCGTAACGGAAAAGCTTGCGGCCGCACTCG Eliminacié codd stop de I'extrem C-terminal de la GB1 82.7
14 Stop_NeqC2 CGTGTGCGGCCGCAAGCTTTTCCGTTACGGTGTAG
15 EcoR1 GGTTCATAGCTTCTAATGAATTCAATGGTACCCAG Amplificacié del gen GB1 pSKBADO2 79.8
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3.2.6. Electroforesi en gel d’agarosa

L'electroforesi en gel d’agarosa s’ha utilitzat per a purificar fragments de DNA, analitzar
preparacions de DNA plasmidic i productes de PCR. En funcié de la mida del DNA a analitzar el
rang d’agarosa a oscil-lat entre 0.8-1.2%. L'agarosa (Ecogen, Spain) es dissolt escalfant-la al
microones amb tampd TAE (40 mM Tris-Acetat, 2mM EDTA, pH 8.0). Un cop refredada, s’afegeix
el bromur d’etidi (Sigma, USA) a una concentracio final de 50 pg/ml. Un cop solidificat el gel,
I’electroforesi es realitza amb tampd TAE. Les mostres es preparen barrejant-les amb tampé de
carrega x6 (Fermentas, USA) seguint una relacié 5:1. Per estimar la mida molecular, s’utilitza un
marcador de DNA (Fermentas, USA). L'electroforesi es realitza aplicant un corrent electric 110 V

durant 30 minuts.

3.2.7. Purificacio de fragments de DNA a partir de gels d’agarosa (GenClean)

La purificacid dels fragments de DNA s’ha realitzat amb el kit comercial QlAquit® Gel Extraction
Kit (Agilent Technologies, USA), el qual permet purificar fragments d’entre 70 pb i 10 Kpb.

L’extraccié i purificacio es va realitzar seguint el protocol descrit per la casa comercial.

3.2.8. Lligacio de 'insert de DNA amb el vector d’expressio utilitzant la T4 lligasa

Per a inserir de manera estable I'insert en el vector en aquesta tesi s’ha utilitzat la lligasa de T4
(Roche Molecular Biochemical, Germany). La reaccié de lligacid6 es munta respectant la
proporcié aconsellada per la casa comercial de 0.1-0.5 U/ug de DNA, i és deixa incubar tota la
nit a 18°C.

El resultat de la reaccié de lligacié es pot utilitzar directament per a transformar cél-lules d’E.

coli DH5a. Si no es vol utilitzar immediatament aquesta reaccio es pot congelar a -20°C.

3.2.9. Transformacio de cél-lules competents d’E. coli

La soca d’E. coli corresponent, DH50 o BL21(DE3), es va deixar créixer tota la nita 37°Ci 180 rpm

amb medi Luria Bertani [126]. A partir d’aquest cultiu es va preparar un reinocul (1/100) en 10
ml de medi LB fresc, el qual es va deixar créixer a 37°C i 180 rpm, fins arribar a una ODss50=0.6.
Seguidament, el cultiu es va centrifugar a 4000 rpm a 4°C, durant 10 minuts. Les cel-lules es van

resuspendre amb 10 ml d’una solucio freda de 100 mM CaCl2 fred i esteril. Després de 30 minuts,
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les cel-lules es recullen per centrifugacié,4000 rpm 4°C durant 10 minuts, i es resuspenen amb
1 ml de la solucid freda de 10 mM CaCl2. Quan va ser necessari, la solucio es va guardar a -80°C
amb 20% de glicerol. Als 100 pl de cél-lules competents s’afegeixen 5 pl de DNA provinent de
mutagénesi dirigida o 1 pl de DNA plasmidic pur. Després de 1-2 hores en gel, s’incuba durant 1
min a 42°C, i rapidament es torna a posar en gel una altra vegada 10 minuts. A continuacio,
s’afegeixen 600 pl de LB en el cas que el DNA vingui de mutagénesi dirigida o de clonatge, o 300
pl en el cas de DNA plasmidic, i es deixen incubar durant 1hora a 37°C. Finalment, les cél-lules

es sembren en plaques d’agar que contenen I'antibiotic adient per al plasmidi.

3.2.10.Seqiienciacié de DNA

Totes les construccions emprades en aguesta tesi han estat verificades per seqiienciacié. Per a
la sequenciacié s’han utilitzat els oligonucleotids T7PROM, T7TERM, pBADforward i pBAD
reverse en funcié del plasmidi (Taula 3.1).

El DNA ha estat seqlienciat utilitzant el métode Sanger [127] S’ha utilitzat el kit comercial ABI
PRIMS® dRhodamine Terminatior Cycle Sequencing Readu Reaction Kit (Applied Biosystems,
USA).

Les mostres provinents de la PCR de seqienciacio es van precipitar afegint 0.1 volums de 3M
acetat sodic a pH 5.5 i 3 volums d’etanol absolut fred. Després d’1 hora a -80°C, es van
centrifugar, i el sediment es va rentar amb 500 pl d’etanol al 70% fred. Finalment, el sediment
es resuspen amb 20 ul d’'H20 formamida desionitzada (Bio-Rad, USA), i s’analitza en un
analitzador ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA) en el Laboratori

d’Ictiologia Genética de la Universitat de Girona.

3.3. Clonatge, expressio i purificacio

3.3.1. Construccions per la caracteritzacié de la inteina N de N. equitans

T7-NegN

La seqliéncia corresponent a la NegN es troba indicada en negreta.

MASMTGGQOMGRGSIMDTEIEVIENGIKKKEKLSDLFNKYYAGFQIGEKHYAFPPDLYVYDGER
WVKVYSIIKHETETDLYEINGITLSANHLVLSKGNWVKAKEYENKNN
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Per a construir el plasmidi pET-21a(+)_T7-NegN, el vector pIDT-Smart-Kan-_NEQ es va digerir
amb els enzims de restriccié BamHl i Hindlll. A continuacid l'insert, NeqN, es va lligar en el vector
comercial pET21-a(+), préviament, digerit amb els mateixos enzims de restriccio.

Amb el producte del clonatge, pET21-a(+)_T7-NegN, es van transformar cél-lules E. coli
BL21(DE3), les quals van créixer en 1L de medi LB suplementat amb 100 pg/ml d’ampicil-lina a
37°Cfins a una ODggo= 0.6. L'expressio es va induir afegint 0.5 mM IPTG (Fermentas, USA) durant
5 hores. Després, les cél-lules es van recollir per centrifugacio i es van resuspendre amb 20 mM
tampo fosfat, 500 mM NaCl, 1 mM EDTA a pH 8.0. Seguidament, les cél-lules es van lisar passant-
les dues vegades per la premsa de French (SLM-Aminco, Spectronic Instruments, UK) a 11.000
Psi, i la fraccio soluble es va recuperar per centrifugacié. La fraccid soluble es va incubar durant
10 minuts a 70°C, tot seguit, per a separar les proteines desnaturalitzades es va centrifugar
durant 20 minuts a 15.000 rpm a 4°C. La fraccié soluble es va dialitzar enfront de 20 mM tampd

fosfat, ImM EDTA a pH 8.0, per ser purificada per cromatografia de bescanvi anionic.

TrxH6TEVT7-NeqN

La seqiiencia és la corresponent al precursor abans d’eliminar la cua d’ histidines amb la digestié
de la proteasa TEV. El punt de tall de la proteasa s’indica amb una barra vertical i la seqiiencia

corresponent a la NeqN es troba indicada en negreta.

MSDKITIHLTDDSEFDTDVLKADGAILVDFWAEWCGPCKMIAPILDEIADEYQGKLTVAKLNIDON
PGTAPKYGIRGIPTLLLFKNGEVAATKVGALSKGQLKEFLDANLAGSGSGHMHHHHHHSSGENL
YFQ | GAMASMTGGQOMGRGSIMDTEIEVIENGIKKKEKLSDLFNKYYAGFQIGEKHYAFPPDLY
VYDGERWVKVYSIIKHETETDLYEINGITLSANHLVLSKGNWVKAKEYENKNN

Per I'obtencié del plasmidi pBADM_20-TrxH6TEVT7-NeqgN va ser necessari realitzar un clonatge
intermedi, pTYB4_T7-NegN, on es va incorporar la diana de restriccio Ncol, en I'extrem N-
terminal de I'epitop T7, la qual era necessaria per al seu clonatge en pPBADM-20.

En primer lloc, el vector pET21-a(+)_T7-NeqgN va ser digerit amb Nhel i Hindlll, obtenint com a
resultat el fragment T7-NeqN, el qual va ser lligat al vector pTYB4 (New England Biolabs, MA,
USA) previament digerit amb els mateixos enzims de restriccié. Com a resultat es va obtenir el
plasmidi pTYB4_T7-NeqN. Seguidament, es varen digerir simultaniament el vector d’origen,
pTYB4_T7-NeqgN, i el vector de desti, pPBADM-20 (EMBL), amb Ncol i Hindlll. L'insert que codifica
per la T7-NegN es va lligar al plasmidi pBADM-20 digerit, obtenint com a resultat el plasmidi
pBADM_20-TrxH6TEVT7-NeqgN.
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Per a la seva expressio, es va fer créixer un cultiu d’E. coli BL21(DE3), préviament transformat
amb el vector pBADM-20_TrxH6TEVT7-NegN, a 37°C en medi LB complementat amb 100 pg/ml
d’ampicil-lina fins a arribar a una ODggde 0.6. Es va induir I'expressié amb 0.2% L-arabinosa
(Fermentas, USA) i es va deixar créixer durant 4 hores a 37°Ci 250 rpm. Després de la produccio,
les cél-lules es van recollir per centrifugacid i es van 20 mM fosfat, 500 mM NaCl, 5 mM Imidazol
a pH 7.2. Seguidament, es van lisar passant-les dues vegades per la premsa de French (SLM-
Aminco, Spectronic Instruments, UK), 11.000 psi. Per a la purificacio del precursor, TrxH6TEVT7-
NeqN, a partir de la fraccié soluble, es van utilitzar columnes d’afinitat Ni-NTA (HisTrap™ FF FPLC
column, GE Healthcare, Chicago, ILL, USA). L’elucié es va aconseguir realitzant un gradient lineal
de 5-250 mM imidazol en 30 minuts utilitzant com a tampd A: 20 mM tampd fosfat, 500 mM
NaCl, 5 mM imidazol a pH 7.2, i com a tampd B: 20 mM tamp¢ fosfat, 500 mM NaCl, 250 mM
imidazol a pH 7.2. L’elucié es va dialitzar enfront de 20 mM fosfat, 1ImM EDTA a pH 8.0 i es va
digerir amb la proteasa TEV. Per a realitzar la digestid es va utilitzar una relacié 1:5 proteasa TEV:
proteina, i es va deixar incubar durant 3 hores a 30°C. El producte de digesti6 es va tornar a
dialitzar enfront de 20 mM fosfat, 500 mM NaCl, 20 mM Imidazol a pH 8.0. Finalment, per a
obtenir la T7-NeqN pura es va utilitzar una cromatografia d’afinitat Ni-NTA, on la columna es va
rentar amb 5 volums de columna amb 20 mM fosfat, 500 mM NaCl, 20 mM Imidazol a pH 8.0 i
I’elucio es va realitzar amb 6 volums de columna amb 20 mM fosfat, 500 mM NaCl, 250 mM

Imidazol a pH 8.0.

H6TEV(wt)-NegN

La seqiiencia és la corresponent al precursor abans d’eliminar la cua d’ histidines amb la digestid
de la proteasa TEV. El punt de tall de la proteasa s’indica amb una barra vertical, la seqiiencia
corresponent a la NegN es troba indicada en negreta i els residus salvatges de I'exteina N de

N.equitans es troben subratllats.

MHHHHHHSSGENLYFQ | GAMASGSFKVIYGDSIMDTEIEVIENGIKKKEKLSDLFNKYYAGFQI
GEKHYAFPPDLYVYDGERWVKVYSIIKHETETDLYEINGITLSANHLVLSKGNWVKAKEYENKN
N

El plasmidi pET22-b(+)_H6TEV(wt)-NegN es va construir en diferents passos (Figura 3.1). En
primer lloc, es va realitzar un clonatge en el qual es va substituir la seqtiencia de I'epitop T7
(pET21-a(+)_T7-NeqN) per la seqiiéncia que codifica pels residus de I'exteina salvatge FKVIYG. A

causa de la petita mida de l'insert a clonar, va ser necessari sintetitzar I'insert de manera
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artificial. Per aix0 és varen dissenyar dos oligonucleotids complementaris (Oligonucleotids 5 i 6;
Taula 3.1), els quals presentaven en els seus extrems els extrems cohesius originats pels enzims
de restricci6 Nhel i BamHIl. Préviament al clonatge es va realitzar la hibridacio dels
oligonucleotids (Apartat: 3.2.5). El casset format pels dos oligonucleotids hibridats es va clonar
en el vector pET21-a(+)T7-NegN digerit préviament amb els enzims de restriccido Nhel i BamHI.
Com a resultat es va obtenir el plasmidi pET21-a(+)_FKVIYG-NeqgN.

Sobre el plasmidi pET21-a(+)_FKVIYG-NegN i per a obtenir pET21-a(+)_(wt)-NegN, es va realitzar
mutagénesi dirigida (Apartat: 3.2.3) utilitzant els oligonucleotids 7 i 8 descrits en la Taula 3.1.
Per a obtenir la construccié H6TEV(wt)-NegN en el plasmidi d’expressié pET22-b(+), es varen
realitzar dos clonatges. El primer, en el qual es va clonar a partir del vector pPBADM-20_H6TEVT7-
NegN el fragment H6TEVT7-NegN en el vector pET22-b(+). Per a realitzar aquest clonatge es
varen utilitzar els enzims de restriccié Ndel i Hind3. Com a resultat es va obtenir el plasmidi
pET22-b(+)_H6TEVT7-NeqN. Finalment, i per a obtenir el plasmidi pET22-b(+)_H6TEV(wt)-NeqgN,
es va digerir el vector pET21-a(+)_(wt)-NegN amb BamHl i Hindlll. L'insert resultant de la
digestio, (wt)-NegN, es va lligar en el plasmidi pET22-b(+)_H6TEVT7-NegN digerit, previament,
amb els mateixos enzims de restriccid.

Per a expressar HGTEV(wt)-NeqN, cél-lules d’E. coli BL21(DE3) préviament transformades amb el
vector pET-22b(+)_ H6TEV(wt)-NegN es van fer créixer amb 2L de cultiu LB suplementat amb
100 pg/ml d’ampicil-lina a 37°C fins a una ODggo = 0.6. L’expressio es va induir afegint 0.5 mM
IPTG durant 5 hores a 37°C. Després de la produccid, les cél-lules es van recollir per centrifugacié
i es van resuspendre amb 20 mM fosfat, 500 mM NacCl, 20 mM Imidazol a pH 7.6. Posteriorment,
es van lisar passant-les dues vegades per la premsa de French, 11.000 psi. La fraccié soluble es
va recuperar per centrifugacid i es va injectar a la FPLC. Per a la purificacid del precursor,
H6TEV(wt)-NegN, es van utilitzar columnes d’afinitat Ni-NTA (HisTrap™ FF FPLC column, GE
Healthcare, Chicago, ILL, USA), i per a la seva elucio es va realitzar un gradient lineal de 20 -175
mM imidazol en 21 minuts (Tampd A: 20 mM fosfat, 500 mM NaCl, 20 mM Imidazol a pH 7.6;
Tampo B: 20 mM fosfat, 500 mM NacCl, 250 mM Imidazol a pH 7.6). La fraccié pura es va dialitzar
enfront de 20 mM fosfat, 50 mM NaCl a pH 8.0, després es va tractar amb la proteasa TEV,
relacid 1:5 proteasa TEV: proteina, durant 6 hores a 25°C. El producte de la digesti6 es va dialitzar
enfront de 20 mM fosfat, 300 mM NaCl a pH 8.0, i es va purificar per cromatografia d’afinitat Ni-
NTA, on es recuperava la proteina d’interés del través. Tot el procés de purificacié es va seguir
per 12%-SDS-PAGE. La fraccié pura que conté la (wt)-NegN es va dialitzar enfront d’aigua Milli-
Qi es va liofilitzar (Annex E).

En aquest treball es refereix a aquesta construccio, (wt)-NegN, com NeqgN.
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La massa molecular de la NegN i la puresa es van confirmar per espectrometria de masses,
MALDI-TOF, utilitzant un espectrometre de masses Bruker-Biflex (Bruker, USA) en el Servei
Tecnic de Recerca de la Universitat de Girona (Annex E).

Per als estudis estructurals de la variant wt-NeqN per difraccié de raig X, es va seguir el mateix
protocol amb unes petites modificacions. La primera és que en comptes d’utilitzar tampé fosfat
es va utilitzar Tris-HCI, ja que el fosfat forma cristalls els quals podrien dificultar la resolucié de
I’estructura. L’altra modificacié és que després de la purificacié es va realitzar un pas addicional
on la NegqN es va repuriificar per cromatografia d’exclusié molecular (SEC). Després de la
cromatografia les mostres es concentraven centrifugant a 4000 rpm a 4°C en tubs Amicon®

(Merck) de 15 ml correctament equilibrats préviament fins a obtenir la concentracié desitjada.

’pETZl—a(Jr) ‘ ’plDT—Smart-Kan_NEQ ‘
BamHI/Hind3
P’ pET21-a(+)_T7NegN ‘ ’pTYB4 ‘
Nhel/Hind3
Mutagenesi Dirigida ’ PTYB4_T7NegN ‘ ’ PBADM-20 ‘
Ncol/Hind3
PET21-a(+)_(wiNeaN | }’ pBADM-20_ T7NegN ‘ | pET22:b+) |

Nhel/Hind3

’ pET22-b(+) _T7NegN ‘

|

BamHI/Hind3

}] PET22-b(+) _ (wt)NegN ‘

Figura 3.1. Esquema de I’obtencio de les diferents construccions utilitzades en el procés
de caracteritzacio de la NegN. Les construccions utilitzades estan assenyalades amb un triangle.
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H6TEVT7-NpuN

La seqiiencia és la corresponent al precursor abans d’eliminar la cua d’histidines amb la digestié
de la proteasa TEV. El punt de tall de la proteasa s’indica amb una barra vertical i la seqiiencia

corresponent a la NpuN es troba indicada en negreta.

MHHHHHHSSGENLYFQ | GAMASMTGGOOMGRGSCLSYETEILTVEYGLLPIGKIVEKRIECTVY
SVDNNGNIYTQPVAQWHDRGEQEVFEYCLEDGSLIRATKDHKFMTVDGQOMLPIDEIFERELDLM
RVDNLPN

Per a obtenir el plasmidi pET22-b(+) H6TEVT7-NpuN els vectors pSKDuetO1 i pET22-
b(+)_H6TEVT7-NegN es van digerir amb els enzims de restriccié BamHl i Hindlll i el producte de
la digesti6 es va lligar. Aquesta construccid es va utilitzar com a control en I'assaig de solubilitat

(Apartat: 3.4.4).

3.3.2. Construccions per a la caracteritzacid de la reaccié de trans-splicing, del procés

d’associacié i del complex NeqN/NeqC

La seqliéncia corresponent a la inteina es troba senyalada en negreta, i els residus salvatges de

les exteines subratllats.

H6MBP(GD)-NegN

La seqliencia és la corresponent al precursor N. La seqiieéncia de la NegN es troba indicada en

negreta i els residus salvatges de I'exteina N de N.equitans es troben subratllats.

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMKIEEGKLVIWINGDKGYNGLAEVGKKFEKDTGIKVTVEHPDKL
EEKFPOQVAATGDGPDIIFWAHDREGGYAQSGLLAEITPDKAFQDKLYPEFTWDAVRYNGKLIAYP
IAVEALSLIYNKDLLPNPPKTWEEIPALDKELKAKGKSALMFNLOQEPYFTWPLTAADGGYAFKY
ENGKYDIKDVGVDNAGAKAGLTFLVDIKNKHMNADTDYSIAEAAFNKGETAMTINGPWAWSNID
TSKVNYGVTVLPTFKGQPSKPEFVGVLSAGINAASPNKELAKEFLENYLLTDEGLEAVNKDKPLG
AVALKSYEEELAKDPRIAATMENAQKGE IMPNIPOMSAFWYAVRTAVINAASGROQTVDEALKDA
QTNSSSNNNNNNNNNNLGIEGRISEGDSIMDTEIEVIENGIKKKEKLSDLFNKYYAGFQIGEKH
YAFPPDLYVYDGERWVKVYSIIKHETETDLYEINGITLSANHLVLSKGNWVKAKEYENKNN
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Per a obtenir el plasmidi pSKDuet01_H6MBP(GD)-NegN es van realitzar diferents passos. En
primer lloc, es va digerir el plasmidi pIDT-Smart-Kan-NEQ amb els enzims de restriccié BamHI i
Hindlll, les dianes dels quals flanquegen el gen de la NegN. Paral-lelament, per a obtenir el gen
de la MBP es va digerir el vector pHM45 (cedit pel Dr. Tom Muir, Rockefeller University, NY, USA
[128]) amb les endonucleases Ndel i BamHI. Els fragments resultants de les dues digestions es
van inserir en el vector d’expressié pET-28a(+), el qual previament havia estat digerit amb Ndel
i Hindlll. Com a resultat, es va obtenir el vector, pET-28a(+)H6MBP-NegN. Seguidament,
utilitzant els oligonucleotids 9 i 10 (Taula 3.1) es va introduir per mutageénesi dirigida sobre el
vector pET-28a(+)_H6MBP-NeqN el residu salvatge Asp-1. Com a resultat es va obtenir el
plasmidi pET-28a(+) H6MBP(GD)-NeqN. A posteriori, els vectors pET-28a(+)H6MBP(GD)-NeqgN i
pSKDuet01 es van digerir amb els enzims de restriccid Ncol i Hindlll. Finalment, el fragment
H6MBP(GD)-NeqN es va lligar en el plasmidi pSKDuet01.

Per a I'expressio individual del precursor N, H6MBP(GD)-NegN, cél-lules d’E. coli BL21(DE3) van
ser transformades amb el plasmidi pSKDuet01_H6MBP(GD)-NeqN i es van fer créixer en 200 ml
de medi LB amb ampicil-lina (100 pg/ml) a 37°C fins a una OD600 = 0.6. L’expressio es va induir
afegint 0.5 mM IPTG durant 5 hores a 37°C. Després de la produccid les cel-lules es van recollir
per centrifugacid i es van resuspendre amb tampd de lisi (20 mM fosfat a pH 7.4, 300 mM Nacl,
10 mM imidazol, 1 mM PMSF). Les cél-lules es van lisar per sonicacid, 3 cicles de 30 segons, i la
fraccid soluble es va recuperar per centrifugacid. La fraccié soluble es va barrejar amb 1ml
d’agarosa Ni-NTA (Quiagen, GmbH, Germany), correctament equilibrada amb tampd de lisi, i es
va incubar durant tota la nit a 4°C. Després de la incubacid, es va carregar a una columna.
Després de descartar el través, la columna es va rentar amb 5 volums de columna (VC) del tampd
de rentat 1 (tampd de lisi), 5 VC del tampd de rentat 2 (tampd de lisi + 25 mM imidazol), 3VC de
tampo de rentat 3 (tampd de lisi + 50 mM imidazol). La proteina es va eluir amb tampd d’elucié
(tampo de lisi + 250 mM imidazol) en 2 fraccions de 3 VC. Les diferents fraccions obtingudes
s’analitzen per 12% SDS-PAGE (Annex A). En aquest cas la fraccié pura no es va poder analitzar

per espectrometria de masses MALDI-TOF perqueé no s’ionitzava amb prou eficiencia.
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H6GB1(wt)-NeqgN

La seqliencia és la corresponent al precursor N. La seqiiéncia de la NegN es troba indicada en

negreta i els residus salvatges de I’exteina N de N.equitans es troben subratllats.

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMQYKLILNGKTMKGETTTEAVDAATAEKVEKQYANDNGVDGEWT
YDDATKTYTVTEGSFKVIYGDSIMDTEIEVIENGIKKKEKLSDLFNKYYAGFQIGEKHYAFPPD
LYVYDGERWVKVYSIIKHETETDLYEINGITLSANHLVLSKGNWVKAKEYENKNN

Per obtenir el vector d’expressié pSKDuet01_H6GB1(wt)-NegN es van digerir paral-lelament els
vector pET-21a(+)_(wt)-NegN, descrit anteriorment, i pSKDuet01 amb els enzims de restriccid
BamHlI i Hindlll. El producte de la digestié es va lligar obtenint la construccié desitjada,
H6GB1(wt)-NeqgN, en pSKDuet01.

Aquest plasmidi s’utilitza per a obtenir I'expressié del complex NegN/NeqC in vivo. El

procediment es detallara més endavant.

H6GB1(wt)-NeqN(S1C)

La seqliencia és la corresponent al precursor N. La seqiieéncia de la NegN es troba indicada en
negreta i els residus salvatges de I'exteina N de N.equitans es troben subratllats. En vermell esta

indicada la mutacié Ser1Cys.

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMQYKLILNGKTMKGETTTEAVDAATAEKVEKQYANDNGVDGEWT
YDDATKTYTVTEGSFKVIYGDCIMDTEIEVIENGIKKKEKLSDLFNKYYAGFQIGEKHYAFPPD
LYVYDGERWVKVYSIIKHETETDLYEINGITLSANHLVLSKGNWVKAKEYENKNN

Per a obtenir el plasmidi pSKDuet01 H6GB1(wt)-(SIC)NeqN per mutagénesi dirigida es va
introduir la mutacid Serl1Cys utilitzant els oligonucleotids 11 i 12 sobre el plasmidi
pSKDuet01_H6GB1(wt)-NegN (Taula 3.1)

Aquest plasmidi s’utilitza per a obtenir I'expressié del complex NegN/NeqC in vivo. El

procediment d’expressid i purificacio es detallara més endavant.
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NeqC-(TDS)H6

La seqiencia és la corresponent al precursor C. La seqliéncia de la NeqC es troba indicada en

negreta i els residus salvatges de I'exteina C de N.equitans es troben subratllats.

MRYLGKKRVILYDLSTESGKFYVNGLVLHNTDSDPNSSSVDKLAAALEHHHHHH

El plasmidi pET-29a(+) _NeqC es va obtenir digerint el plasmidi pIDT-Smart-Kan_NEQ amb els
enzims de restriccid Ndel i EcoRV, les dianes de les quals flanquegen el gen de la NeqC. L'insert
obtingut de la digestid es va lligar en el vector comercial pET29-a(+) préviament digerit amb els
mateixos enzims de restriccié.

Per a I'expressio de la construccid NeqC-(TDS)H6 E. coli BL21(DE3) transformada préviament
amb el plasmidi pET-29(+)_NeqC-(TDS)H6 es va fer créixer en 2L de medi LB suplementat amb
ampicil-lina (100 pg/ml) a 37°C fins a una OD600 =0.6. L’expressio es va induir amb 0.5 mM IPTG,
i es va deixar créixer el cultiu durant 5 h a 37°C. Després de recollir les cél-lules per centrifugacio,
es van resuspendre amb 20 mM fosfat a pH 7.2, 500 mM NacCl, 8M urea, 20 mM imidazol i es
varen deixar 1 hora a temperatura ambient amb agitacié suau. La fraccié insoluble es va eliminar
per centrifugacié a 14000 rpm a temperatura ambient 30 minuts. La fraccid soluble es va incubar
amb 6 ml de resina Ni-NTA (Qiagen, GmbH Germany) préviament equilibrada amb de 20 mM
fosfata pH 7.2, 500 mM NaCl, 8M urea, 20 mM imidazol durant 1.5 hores a temperatura ambient
sota agitacio suau, i es va carregar a la columna. Per a la purificacié la columna es va rentar amb
5VC de 20 mM fosfat a pH 7.2, 500 mM NaCl, 8M urea, 20 mM imidazol, seguidament amb 5 VC
de 20 mM fosfat a pH 7.2, 500 mM NaCl, 8M urea, 50 mM imidazol, i finalment la proteina es va
eluiramb 5 VC de 20 mM fosfat a pH 7.2, 500 mM NacCl, 8M urea, 250 mM imidazol en fraccions
de 1.5 ml. Tots els passos de la purificacié es van seguir per 15%-SDS-PAGE. Les fraccions que
contenen la proteina d’interés es van dialitzar en diferents passos per eliminar gradualment la
urea. En un primer pas les fraccions es van dialitzar enfront de 1L de 20 mM fosfat, 150 mM
NaCl, 5 M Urea, 1 mM EDTA a pH 8.0, després amb 1.5 L de 20 mM fosfat, 150 mM NaCl, 2M
Urea, 1 mM EDTA a pH 8.0 i finalment, es varen realitzar 2 dialisis enfront de 20 mM fosfat, 150
mM NaCl, 1 mM EDTA a pH 8.0. La mostra pura es va dialitzar en front d’aigua milli-Q, després
de descartar per centrifugacio la proteina precipitada es va liofilitzar.

En aquest treball es refereix a aquesta construccio, NeqC(TDS)-H6, com NeqC.
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La massa molecular de la NeqC-(TDS)H6 i la puresa es van confirmar per espectrometria de
masses, MALDI-TOF, utilitzant un espectrometre de masses Bruker-Biflex (Bruker, USA) en el

Servei Técnic de Recerca de la Universitat de Girona (Annex B).

NeqC-(TD)GB1

La seqiencia és la corresponent al precursor C. La seqléncia de la NeqC es troba indicada en

negreta i els residus salvatges de I’exteina C de N.equitans es troben subratllats.

MRYLGKKRVILYDLSTESGKFYVNGLVLHNTDIGSEFNGTQYKLILNGKTLKGETTTEAVDAAT
AEKVEFKQYANDNGVDGEWTYDDATKTYTVTE

El vector d’expressié pSKBAD2_NeqC-(TD)GB1 es va obtenir en diferents passos. El primer pas
va ser obtenir el vector pRSET_NeqC-(TD)eGFP. Sobre el vector pET-29a(+) NeqC-(TDS)H6 i
utilitzant els oligonucleotids 1 i 2 (Taula 3.1) es va amplificar el gen de la NeqC. El gen amplificat
i el vector pRSET-eGFP van ser digerits, simultaniament, amb els enzims de restriccié Ndel/EcoRl,
seguidament, el producte de la digestid es va lligar, obtenint, pRSET_NeqC-(TD)eGFP. En aquest
clonatge es perd el residu natiu Ser en posicid +3. A continuacid, el vector pRSET_NeqC-(TD)eGFP
va ser digerit amb les endonucleases Ndel i Hindlll. L'insert obtingut, NeqC-(TD)eGFP, es va
clonar en el vector d’expressié pET-28a(+), el qual previament havia sigut digerit amb els
mateixos enzims de restriccié. Com a resultat d’aquest clonatge es va obtenir el vector
d’expressio pET-28a(+)_H6NeqC-(TD)eGFP. Tot seguit i per a obtenir la diana EcoRl en I'extrem
5’ del gen de la GB1, aquest es va amplificar utilitzant els oligonucleotids 4 i 15 (Taula 3.1) sobre
el vector pSKBADO?2. El gen amplificat juntament amb el vector d’expressié pET-28a(+)_H6NeqC-
(TD)eGFP es van digerir amb els enzims de restriccid EcoRl i HindlIl. El producte de la digestio es
va lligar i com a resultat es va obtenir el vector pET-28a(+)_H6 NeqC-(TD)GB1, el qual tenia la
GB1 com a exteina C. Finalment, i per a obtenir el vector pSKBAD0O2_NeqC-(TD)GB1, es va clonar
I'insert NeqC-(TD)GB1, escindit del vector pET-28a(+) H6 NeqC-(TD)GB1 amb els enzims de
restriccio Ndel i Hindlll, al plasmidi d’expressié pSKBADO2, el qual també havia sigut préviament
digerit pels mateixos enzims de restriccid. Aquest plasmidi s’utilitza per a obtenir I'expressié del

complex NeqN/NeqC in vivo. El procediment d’expressid i purificacio es detallara més endavant.

NeqC-(TD)GB1H6

La seqiencia és la corresponent al precursor C. La seqléncia de la NeqC es troba indicada en

negreta i els residus salvatges de I’exteina C de N.equitans es troben subratllats.
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MRYLGKKRVILYDLSTESGKFYVNGLVLHNTDIGSEFNGTQYKLILNGKTLKGETTTEAVDAAT
AEKVFKQYANDNGVDGEWTYDDATKTYTVTEKLAAALEHHHHHH

Per a la construccié del plasmidi pET-22b(+) NeqC-(TD)GB1HS6, es va realitzar un clonatge i una
mutagénesi dirigida. Per comencar, es van digerir paral-lelament els vectors pET-22b(+) i
pPET28(+)-He-NeqC-GB1 (descrit anteriorment), amb els enzims de restriccié Ndel i Xhol. Tot
seguit, després de la digestid, I'insert i el vector es van lligar obtenint com a resultat el plasmidi
pET-22b(+) NeqC-(TD)GB1. Per mutagénesi dirigida amb els oligonucleotids 13 i 14 (Taula 3.1)
es va eliminar el codo stop en I'extrem 3’ de la GB1.

Per la produccio de NeqC-(TD)GB1H6 cél-lules d’E. coli BL21(DE3) van ser transformades amb el
plasmidi pET-22b(+) _NeqC-(TD)GB1H6 i es van fer créixer en 200 ml de medi LB amb ampicil-lina
(100 pg/ml) a 37°C fins a una OD600 = 0.4. Arribada a aquesta densitat de cultiu la temperatura
es va baixar a 18°Ci I’expressi6 es va induir afegint 0.5 mM IPTG durant tota la nit a 18°C. NeqC-

(TD)GB1H®6 es va purificar igual que H6MBP(GD)-NegN (Annex A).

NeqC-(TD)ZHER2

La seqiencia és la corresponent al precursor C. La seqléncia de la NeqC es troba indicada en

negreta i els residus salvatges de I'exteina C de N.equitans es troben subratllats.

MRYLGKKRVILYDLSTESGKFYVNGLVLHNTDIGSEFVDNKENKEMRNAYWEIALLPNLTNQQK
RAFIRKLYDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK

Per a obtenir el vector d’expressié6 pSKBAD2 NeqC-(TD)ZHER2 el plasmidi pIDTSMART-
AMP:NEQsc es va digerir amb els enzims de restriccid EcoRl i Hindlll, dianes dels quals es troben
flanquejant el gen ZHER2. L’insert obtingut es va lligar en el vector pskBAD2_ NeqC-(TD)GB1,
préviament digerit amb els mateixos enzims. Aquest plasmidi s’utilitza per a obtenir I'expressio
del complex NegN/NeqC in vivo. El procediment d’expressid i purificacido es detallara més

endavant.
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H6GB1(D)-NEQsc-(TDS)ZHER2

La sequléncia és la corresponent al precursor en cis, on les dues inteines es troben unides
covalentment. Les seqléncies de les inteines es troben indicades en negreta i els residus

salvatges de I'exteines N i C de N.equitans es troben subratllats.

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMQYKLILNGKTLKGETTTEAVDAATAEKVEKQYANDNGVDGEWT
YDDATKTYTVTEGSGYDSIMDTEIEVIENGIKKKEKLSDLFNKYYAGFQIGEKHYAFPPDLYVY
DGERWVKVYSIIKHETETDLYEINGITLSANHLVLSKGNWVKAKEYENKNNENLYFQGRYLGKK
RVILYDLSTESGKFYVNGLVLHNTDSGSEFVDNKEFNKEMRNAYWEITALLPNLTNQOKRAFIRKL
YDDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK

Per a crear el plasmidi pSKDuet01-H6GB1(D)-NEQsc-(TDS)ZHER2, el vector de clonatge
pIDTSMART-AMP:NEQsc es va digerir amb els enzims de restriccié BamHI i Hindlll, les dianes
dels quals flanquegen el gen que codifica per la NEQSC-(TDS)ZHER2. El vector d’expressio
pSKDuet01 també es va digerir amb els mateixos enzims. Finalment, el vector i l'insert digerit es
van lligar amb T4 lligasa.

Per a la produccié de H6GB1(D)-NEQsc-(TDS)ZHER2 cél-lules d’E. coli BL21(DE3) transformades
amb pSKDuet01-H6GB1(D)-NEQsc-(TDS)ZHER2 es van fer créixer en 200 ml de medi LB amb
ampicil-lina ( 100 pg/ml) a 37°C fins a una OD600 = 0.6. L’expressio es va induir afegint 0.5 mM
IPTG durant 5 hores a 37°C. H6GB1(D)-NEQsc-(TDS)ZHER2es va purificar igual que H6MBP(GD)-
NegN (Annex A). | el mateix que el precursor H6MBP(GD)-NegN no es va poder determinar la

massa per MALDI-TOF perqueé no s’ionitzava amb prou eficiencia.

Formacio del complex in vivo

Per a la formacié del complex NeqN/NeqC in vivo es va utilitzar el sistema dual d’expressié
pSKDuet01/pSKBAD?2. El vector pskDuet01 codifica pel precursor N i pskBAD2 pel precursor C.
En aquesta tesi s’han realitzat tres tipus de coexpressions diferents:

1- Precursor N: H6MBP(GD)-NeqN; Precursor C: NeqC-(TD)GB1.

2- Precursor N: H6GB1(wt)-NegN; Precursor C: NeqC-(TD)ZHER2.

3- Precursor N: H6GB1(wt)-NegN S1C; Precursor C: NeqC-(TD)ZHER2.
A continuacid, es detalla com es va realitzar aquesta coexpressid i la seva copurificacié per
cromatografia d’afinitat Ni-NTA. Totes les construccions segueixen el mateix protocol, degut a

la baixa solubilitat del precursor C, primer s’indueix I'expressié del precursor N.
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Per a la coexpressio del precursor N i C en cel-lules d’E. coli BL21(DE3) en primer lloc aquestes
es van cotransformar amb els plasmidis d’interés. Un cop transformades es van fer créixer en
200 ml de medi LB amb kanamicina (50 pg/ml) i ampicil-lina ( 100 pg/ml) a 37°C fins a una OD600
= 0.6. L'expressid del precursor N es va induir afegint 0.5 mM IPTG, després de 30 minuts, es va
induir I'expressié del precursor C amb 0.2% L-arabinosa. El cultiu es va deixar durant 6 hores a
37°C. La purificacié del complex es va realitzar igual que la del precursor N, H6MBP-NeqN,

expressat individualment (Annex A).

3.3.3. Produccié i purificacié de la Proteasa H6-TEV

Un litre de cultiu de cel-lules d’E. coli BL21(DE3) transformades previament amb el plasmidi que
conté la proteasa TEV (subministrat per G. Stier, EMBL, University of Heidelberg, Germany), es
van fer créixer a 37°C fins una ODgoo de 0.4. En aquest punt es va baixar la temperatura a 18°C,
es va induir I'expressio afegint 1 mM IPTG i es van deixar tota la nit. Després de la produccio, les
cél-lules es van recollir per centrifugacid i es van resuspendre amb 30 ml de tampd de lisi (25
mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1 mM PMSF, 5 mM Imidazol a pH 8.0). Seguidament, es van lisar
passant-les per la premsa de French. Es va recuperar el sobrenadant i es va incubar amb 10 ml
d’agarosa Ni-NTA, préviament equilibrada amb tampd de lisis, durant dos hores a temperatura
ambient amb agitacié forta. A continuacio, la reina junt amb el sobrenadant es van carregar
dintre de la columna, i aquesta es va rentar amb 5 VC de tampé de lisi, i 5 VC de tampo de lisi
amb 50 mM imidazol. Per a la seva elucid es van passar 5 volums de tampo de lisi amb 250 mM
d’imidazol i 10% glicerol. La fraccié amb la proteina pura es va dialitzar enfront de 25 mM Tris-
HCl a pH 8.0, 150 mM NacCl i 10% Glicerol. Finalment, la concentracié de proteina es va ajustar
a una concentracio final de 2 mg/ml i es va augmentar al 50% la concentracié de glicerol per a

guardar les aliquotes a -80°C.
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Taula 3.2. Resum de les construccions utilitzades en aquest treball.

Material i Métodes

Precursor Construccio Vector Funcié
T7-NegN pET-21a(+)
TrxH6TEVT7-NegN pBADM-20 Caracteritzacio de la inteina N de N. equitans
N H6TEV(wt)-NegN pET-22b(+)
HEMBP(GD)-NeaN Associacio in vivo + Trans-splicing in vitro
H6GB1(wt)-NegN pSKDuet01
H6GB1(wt)-NegN(S1C)
Caracteritzacié del procés d’associacié
NeqC-(TDS)H6 PET-29(+) Caracteritzacio del crz)omplex NegN/NeqC
C NeqC-(TD)GB1H6 PET-22b(+) Associacio + Trans-splicing in vitro
NeqC-(TD)GB1 Associacio in vivo + Trans-splicing in vitro
NeqC-(TD)ZHER2 pSKBADO2
NEQ - Unica cadena polipeptidica H6GB1(D)-NEQsc-(TDS)ZHER2 pSKDuet01 Splicing
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3.4. Analisii caracteritzacio proteica

3.4.1. Analisi seqiiencial de la NeqN i NpuN

Els punts isoelectrics teorics i les masses moleculars teoriques de cada precursor van ser
calculats utilitzant I’eina Expasy ProtParam [129]. L’alineament seqiiencial de la Neq pol amb les
inteines partides Ssp DnaE i Npu DnaE es va realitzar utilitzant el servidor T-coffee [130]. La
composicid aminoacidica de la NegN i de la NpuN es va analitzar utilitzant el software
Compostion profiler [131], que inclou les bases de dades Disprot 3.4 (Base de dades de proteines
intrinsecament desestructurades, [132] i PDB_Select_25. Per a la prediccié de I'estat desordenat
de la NegN i la NpuN es va utilitzar I'analisi de la funcié de distribucié acumulada (CDF) del
software PONDR®, (VL-XT) [133]. L’analisi de la funcid de distribucié acumulada (CDF) prediu una
puntuacio ordenat-desordenat per cada un dels residus de la proteina. Aquesta puntuacio s’ha
establert determinant les caracteristiques relatives de tres grups de proteines (proteines
totalment desplegades, totalment plegades i proteines plegades amb regions desordenades).
D’acord amb I'analisi CDF, proteines amb corbes per sota del limit donat (és a dir un percentatge
alt de residus tenen una puntuacié desordenada prevista elevada) es prediu que seran
desordenades, i pel contrari, proteines predites com ordenades presentaran corbes per sobre
del limit donat. En el grafic carrega-hidrofobicitat, es representa la carrega neta mitjana enfront
de la hidrofobicitat normalitzada en I'escala Kyte-Doolittle. La carrega neta mitjana (R) és el valor
absolut de la diferéncia entre el nombre de residus Arg/Lys i Asp/Glu en la sequéncia dividit
entre el nombre de residus totals. Els valors d’hidrofobicitat es van calcular amb una finestra de
5 residus i una escala normalitzada de 0 a 1 de Kyte-Doolittle, on 0 és molt polar i 1 molt
hidrofobic. La hidrofobicitat mitjana (H) és el resultat del valor d’hidrofobicitat de cada residu
dividit entre el nombre de residus totals. La recta que separa empiricament les proteines
plegades de les desplegades, esta definida per I'equacié R=2.785 H—1.151 [134]. Les proteines
ordenades presentaran valors de carrega-hidrofobicitat que es trobaran per sota de la recta, al

contrari, les proteines desordenades tindran valors per sobre de la recta.
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3.4.2. Bradford

Per a la quantificacid de proteina total es va utilitzar el metode Bradford. Aquest métode es basa
en el desplagament del maxim d’absorcié de 465 nm a 595 nm del colorant Comassie Brillant
Blue G-250 (Bio-Rad, USA) en solucions acides quan s’uneix a la proteina. La recta patro es

prepara amb BSA (Sigma, USA) en concentracions que van dels 2.5 als 20 pg/ml.

3.4.3. Electroforesi discontinua en gel d’acrilamida amb SDS (SDS-PAGE)

Aquest metode analitic ha sigut utilitzat de manera rutinaria per la determinacié del contingut
proteic en cada una de les fraccions cel-lulars, el seguiment dels processos de purificacio,
determinacio del grau de puresa, i per al seguiment de les reaccions de proteolisi i trans-splicing
estudiades en aquesta tesi. Per a realitzar el SDS-PAGE es va utilitzar el sistema discontinu de
Laemmli [135] en gels d’acrilamida. El percentatge d’acrilamida variava entre un 12% i un 15%
en funcié de la construccid a analitzar. Les mostres es van preparar, generalment, aplicant
tampé de carrega (X4) ( 50 mM Tris-HCI, 20% glicerol, 8% SDS, 0.02% bromofenol) en una relacié
3:1, i es van bullir durant 10 minuts a 95°C. Per al seguiment de la reaccié de trans-splicing
catalitzada pel precursor N, H6GB1(wt)-NegN, les mostres es van preparar amb tampé de
carrega amb urea (X2) (50 mM Tris-HCI, 1.6% SDS, 7% glicerol, 8M urea) i es van bullir a 95°C
durant 1 hora. Les bandes de proteina i els marcadors es van tenyir amb una solucié de Blau de

Comassie.

3.4.4. Analisi de solubilitat a 37°C

Cel-lules d’E. coli BL21(DE3) transformades amb els vectors recombinants d’interés es van fer
créixer en 10 ml de medi LB suplementat amb I’antibiotic corresponent fins a una OD600=0.6 i
es va induir I'expressiéo amb 0.5 mM IPTG. Les cel-lules es van recollir per centrifugacié (15000
rpm, 1 minut) i es van resuspendre amb tampd de lisi (20 mM fosfat a pH 8.0, 0.5 M NaCl, 1 mM
EDTA). Els volums de tampd de lisi amb el qual es resuspenen les cel-lules s’ajusta a la densitat
del cultiu, per a carregar en el gel la mateixa quantitat de proteina. Les cel-lules es van lisar
realitzant 3 cicles de 30 segons de sonicacid. A continuacid se separa la fraccid soluble de la
insoluble per centrifugacié 20 minuts a 4°C, 15000 rpm. El precipitat, fraccio insoluble, es
resuspen amb el mateix volum de tampd de lisi que es té en el sobrenedant. Les fraccions

obtingudes s’analitzen en un SDS-PAGE.
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3.4.5. Estudi del procés de trans-splicing

Totes les reaccions de trans-splicing i cis-splicing realitzades al llarg d’aquesta tesi, s’han fet amb
precursors purificats préviament per Ni-NTA a pressié atmosférica, i han sigut analitzades
utilitzant gels d’acrilamida.

En els casos que va ser possible es van identificar bandes obtingudes després de la reaccié de

splicing amb Western-Blot, utilitzant anticossos AntiHis , i MALDI-TOF.

3.4.6. Western-Blot

El protocol utilitzat per a la realitzacié d’un Western-Blot és el segiient:

En primer lloc es separen les proteines per mida molecular utilitzant SDS-PAGE, la concentracid
d’acrilamida variara en funcié de la mida de les bandes a separar. A continuacid, s’activa la
membrana de PVDF (Millipore, USA) submergint-la amb metanol 100% durant 15 segons i
després rentant-la amb H20 Milli-Q durant 2 minuts. Un cop activada es submergeix juntament
amb les esponges en tampo d’electrotransferéncia (25 mM Tris, 192 mM glicina, 20% metanol
(v/v) a pH 8.3) minim 5 minuts. Simultaniament, es submergeixen els papers de filtre durant 30
segons. Després es realitza I’electrotransferencia a 100 V durant 2 hores a 4°C i amb agitacio
suau. Un cop finalitzada I’electrotransferencia la membrana PVDF es submergeix en tampo TBST
(10 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 0.1% Tween, a pH 7.5) durant 5 minuts a temperatura ambient
amb agitacié suau. A continuacié es realitza el bloqueig de la membrana, afegint una solucié 1%
BSA en TBST, i deixant-la durant minim 1 hora a temperatura ambient i amb agitacié. Després
d’eliminar la solucié de bloqueig s’afegeixen 10 ml d’una solucié d’anticos primari Tetra-His
Antibody mouse IgG (Qiagen, Alemanya) i s’incuba durant tota la nit a 4°C. La solucié d’anticos
Anti-His es prepara realitzant una dilucié 1:6000 en tampd de bloqueig. Posteriorment, es renta
la membrana 3 vegades amb TBST, per a eliminar I'excés d’anticos primari, i s’afegeix I'anticos
secundari Goat Anti-Mouse IgG Peroxidase Conjuga té (Calbiochem, Alemanya) en tampé de
bloqueig a una dilucié 1:20000. Es deixa incubar 1 hora ambient i agitacid suau.

Per al revelat del Western-Blot, es renta la membrana amb TBST 3 vegades durant 5 minuts a
temperatura ambient i amb agitacid, i s’afegeix la solucié de revelat ( 2 ml de la solucié A + 2 ml
de solucid B) del kit quimioluminiscent Immobilon™ Western (Millipore, EUA). Abans de llegir a
425 nm en el quimioluminometre FluorChem™ SP (Alpha Innotech, EUA)s’elimina I'excés de

solucio de revelat.
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3.4.7. Proteolisi limitada

La proteinasa K (EC 3.4.21.14) és una serin-proteasa que talla especificament seqliencies X-Y, on
X és un residu alifatic, aromatic o hidrofobic, i Y és qualsevol aminoacid [136]-[138]. Es un enzim
molt robust, ja que es manté actiu en un ampli rang de pH (7.5-12.0, pH optim 8.0) i de
temperatures (20—60°C), sent la seva temperatura optima 37°C. També conserva la seva activitat
proteolitica en preséncia d’agents desnaturalitzants com SDS (0.5-2%) i urea (fins a 4M). La
proteinasa K és inactivada a temperatures >65°C, amb acid tricloroaceétic i inhibidors de serin-
proteases, com el PMSF. El calci és important per a la seva termoestabilitat, perdo no és
indispensable per a la seva catalisi, a més a més aquest enzim és actiu amb tampons que
continguin agents quelants com ara I'EDTA.

Les proteines purificades a una concentracié de 10 uM amb 50 mM tampé fosfat, 150 mM NaCl
a pH 8.0 es van tractar amb 10 pg/ml de proteinasa k i es van incubar durant 1 hora a
temperatura ambient. A diferents temps (0’, 10’, 1h) es van extraure aliquotes, i la reaccié es va
aturar afegint 1.5 uM de PMSF (Sigma-Aldrich, Germany). La cinética de la reaccié es va analitzar
per 15% SDS- PAGE. Per a la validacié del métode es va utilitzar com a control positiu la inteina
NpuN aillada, la qual no presenta estructura tridimensional definida [57], i com a control
negatiu, NLS_PES5, variant de ribonucleasa pancreatica humana, la qual presenta una estructura
terciaria compacta [139]. La preparacio dels controls és la mateixa que per a les mostres.

Per a predir quina regié de la seqliencia és resistent a la proteasa, el producte de la digestid
després d’1 hora es va analitzar per espectrometria de masses MALDI-TOF (Serveis Tecnics de
Recerca, Universitat de Girona).

A continuacid, es mostra la seqiiencia en format FASTA de les proteines utilitzades per I’analisi
on s’indica amb un asterisc els llocs de tall predits per la proteinasa K

(https://web.expasy.org/peptide_cutter).
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NegN
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L’estabilitat termodinamica de la NegN purificada es va analitzar per proteolisi limitada en
preséncia de concentracions creixents d’urea [140]. Per a realitzar aquest assaig es va utilitzar
una solucié de NegN purificada a una concentracié de 10 uM preparada amb 50 mM tampd
fosfat, 150 mM NaCl a pH 8.0. Les solucions de proteina es van equilibrar tota la nit a 25°C amb
diferents concentracions d’urea (0M, 1M, 2M, 3M i 4M). Les mostres equilibrades es van tractar
amb 10 pg/ml de proteinasa K i es van deixar 1 hora a temperatura ambient. La reaccid es va
aturar afegint PMSF. La proteolisi dependent d’urea de la inteina NegN es va analitzar per 15%-

SDS-PAGE.

3.4.8. Determinacid de I’estabilitat térmica per UV

Per a determinar I'estabilitat conformacional de la construccié NegN, es va monitoritzar
I'absorbancia a 278 nm en un rang de temperatura entre 20°C-80°C, utilitzant un
espectrofotometre Perkin-Elmer LS-50B (Perkin Elmer, USA [141]. L’augment de la temperatura
es va realitzar amb increments de 2°C, amb un temps d’equilibrat posterior de 15 minuts. Al
contrari, la monitoritzacid del replegament es va seguir de la mateixa manera disminuint la

temperatura amb decrements de 5°C amb un temps d’equilibrat de 10 minuts. Tots els
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experiments es van realitzar amb una cubeta de quars a una concentracid de proteina de 20 uM

preparada amb 50 mM citrat, 50 mM NaCl a pH4.5 i 50 mM fosfat, 50 mM NaCl a pH 7.0.

3.4.9. Determinacid de I’estabilitat térmica per Calorimetria diferencial d’escombrat

(DSC)

Els experiments per a determinar l'estabilitat termica per DSC es van realitzar en un
microcalorimetre equipat amb cel-les capil-lars VP-DSC (MicroCal, Northampton, MA, USA). El
rang de temperatura emprat va ser de 5°C-125°C amb un increment de la temperatura de
1.5°C/min. Es va treballar a pressié constant, 60 psi. La reversibilitat del desplegament térmic
sempre es comprovava amb un segon escombrat consecutiu de la mateixa mostra. Per a
equilibrar adequadament I'aparell abans de qualsevol analisi es realitzaven diferents linies base
amb el tampd en el qual es trobava dissolt la proteina d’estudi. La linia base s’extreia del
termograma de la mostra i el temps de resposta del calorimetre es corregia. Les corbes de
capacitat de calor molar parcial (Cp) es van calcular i analitzar utilitzant Origin 7.0 (OriginLab,
Northampton, MA, USA).

Per I'estudi de I'estabilitat térmica de la NegN i del complex NeqN/NeqC, es van preparar dues
solucions de les proteines préviament purificades a una concentracid final de 26 uM i 16 uM,

respectivament, amb 20 mM fosfat, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA a pH 8.0.

3.4.10.Caracteritzacio per dicroisme Circular (CD)

Les mesures de CD es van realitzar amb un espectropolarimetre Jasco J-715 (Tokyo, Japd)
equipat amb un modul de control de temperatura. Tots els espectres es van registrar a 25°C

utilitzant cubetes de quars de 0.1 cm de pas optic. Els espectres de CD proper es van registrar

en un rang de A= 250-350 nm. Les dades sén la mitjana de 20 repeticions utilitzant una amplada

de banda de 1 nmiuntemps de resposta de 2 segons. Les mostres, NegN, NeqC i el complex, es
varen preparar amb 20 mM tampd fosfat, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA a pH 8.0, a una
concentracié de 1.6 pg/pl, 0.54 pg/ul i 2,4 ug/ul. Els espectres de CD-llunya es van registrar en

un rang de A= 203-260 nm. Les dades son la mitjana de 5 repeticions utilitzant una amplada de

banda de 1 nm i un temps de resposta de 1 segons. Les mostres, NegN, NeqC i el complex, es
varen preparar amb 20 mM tampd fosfat, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA a pH 8.0, a una
concentracié de 0.22 pg/ul, 0.54 pg/ul i 0.38 pg/pl. Els espectres a longituds d’ona més baixes
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no es van poder registrar a les concentracions assajades a causa de la saturacio del senyal. Els

estudis de CD es van realitzar en el Departament de Quimica Fisica de la Universitat de Granada.

3.4.11.Assaig d’uni6 a ANS

L'espectre d’emissié de fluorescencia de I'ANS amb proteina i sense es va registrar a
temperatura constant, 30°C, en un rang de 400-750 nm (amplada de finestra de 10 nm) amb
una Aexc=370 nm (amplada de finestra de 5 nm) en el fluorimetre LS-50B (Perking-Elmer,
Waltham, MA, EUA). Es va preparar una solucid de NegN previament purificada a una
concentracié final de 25 uM amb 50 mM fosfat, 50 mM NaCl a pH 6.9. Paral-lelament, es va
preparar una solucié d’ANS amb el mateix tampd emprat per a la proteina, es va filtrar amb
filtres de 0.22 um i es va afegir a la solucio proteica amb una concentracio final de 25 uM i es va
incubar durant 5 minuts a temperatura ambient abans de cada lectura. Abans de realitzar les
lectures la solucio de treball es va deixar durant 5 minuts. Com a control positiu, es va utilitzar I

ApopAPro [142]-[144].

3.4.12.Cromatografia d’exclusié molecular (SEC)

Per dur a terme aquest estudi s’ha utilitzat una columna S75 10/300 GL (GE Healthcare, USA) a
temperatura ambient, equilibrada amb el tampd en el qual es trobi la proteina d’estudi,
generalment es tracta d’un tampd 20 mM Tris-HCl/fosfat, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA a pH 8.0.
Tots els cromatogrames s’han monitoritzat utilitzant una longitud d’ona de 280 nm. Les
condicions cromatografiques utilitzades tant per a mostres com per a patrons, sén: 500 pl
d’injeccid, flux de 0.5 ml/min i gradient isocratic.

Per a determinar la massa molecular es va calibrar la columna amb una serie de proteines
globulars amb massa molecular coneguda (GE Healthcare): Aprotinina (6500 Da); Ribonucleasa
A (13700 Da); Anhidrasa Carbonica (29000 Da) i Ovoalbumina (44000 Da). Tant proteines com
patrons es van preparar amb 20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA a pH 8.0. Es va analitzar
una solucié de NeqgN, una de NeqC i una altra del complex NeqN/NeqC, les quals es trobaven a
una concentracio de 325 uM, 76 uM i 356 UM, respectivament. Els patrons es van preparar a
una concentracio final de 3 mg/ml. Per a establir la relacié quantitativa entre el temps d’elucié
i la massa molecular es va calcular una equacié de regressio lineal (r’= 0.9959). Aquesta analisi

es va realitzar a I'Institut de Biologia Molecular de Barcelona (IBMB-CSIC).
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3.4.13.Ultracentrifugacié analitica

La massa molecular de la NegN i del complex NeqN/NeqC-(TDS)H6 es va determinar per
ultracentrifugacio analitica amb col-laboracié de I'Institut de Quimica-Fisic Rocasolano (CSIC) de
Madrid. Els assajos de velocitat de sedimentacié es van realitzar utilitzant una ultracentrifuga
analitica amb sistema optic Optima XL-A i un sistema optic d’interferéncia Optima XL-I (Beckman
Coulter) per a la deteccio de gradients de concentracid. Els experiments es van realitzar amb 20
mM tampo fosfat, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA a 45000 rpm i 20°C, monitoritzant I'absorbancia a
297 nm. La NeqgN es trobava a una concentracio final de 2.3 pg/ul i el complex a una concentracié

de 4.61 pg/ul.

3.4.14.Caracteritzacid fisicoquimica del procés d’associacié entre els dos fragments de

la Neq pol

La caracteritzacié del procés d’associacié entre la NegN i NeqC es va seguir en un
espectrofluorimetre Varian Cary Eclipse (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) equipat amb una
cel-la termoregulada Peltier. Tots els espectres d’emissio de fluoresceéncia es van registrar a Aex=
298 nm amb una amplada de finestra d’excitacid i d’emissié de 5 nm i una Aem = 307-500 nm.
Les mesures es van realitzar amb una cubeta de quars amb 1 mm de pas de llum. Tant les
solucions mares de la (NeqN i de la NeqC, com les mostres de fluorescéncia es van preparar amb
20 mM fosfat, 150 mM NaCl i 1 mM EDTA a pH 8.0. Aquest assaig es va realitzar en el

Departament de Quimica Fisica de la Universitat de Granada.

Determinacio de la cinética de la reaccio

Per a determinar la velocitat de la reaccid es van registrar espectres d’emissio de fluorescencia
de la NegN en preséncia de NeqC a diferents temps per cada una de les temperatures assajades
(17°C, 36°C, 45°C, 55°C, 64°C i 74°C) (Annex l). Tots els espectres es van mesurar a una
concentracié final de 20 uM i de 30 uM per la NEQn i la NeqC, respectivament. Es va treballar
amb un excés de NeqC, a causa de la seva tendéencia a precipitar. Abans de registrar cada
espectre la NegN s’incubava a la temperatura assajada durant 10 minuts, després s’afegia la
NeqC, s’homogeneitzava correctament, i finalment, s’iniciava la lectura de I'espectre. Les corbes
d’unié es van monitoritzar seguint la disminucio al llarg del temps de la fluorescéncia intrinseca
dels triptofans de la NegN en preséncia de la NeqC (Annex 1). El temps en el qual es registraven

espectres variava en funcid de la temperatura i depenia del temps que tardava la reaccié a

69



arribar a I’equilibri. Abans de realitzar I'assaig es va mesurar el soroll de fons que podia introduir
la NeqC. Per a demostrar que la disminucié de la fluorescencia depenia només del procés d’unié
entre els dos fragments de la Neq pol es va mesurar la fluorescéncia de la construccié NeqN sola
en les mateixes condicions assajades.
Per a determinar la velocitat de la reaccié en cada una de les temperatures, les corbes d’unié
obtingudes es van ajustar a una equacié exponencial utilitzant el programa SigmaPlot:
A = Ao e”(—kt)

on A és 'area, Ao és I'ordenada a I'origen, -k és el pendent.
Amb la finalitat d’obtenir I’energia d’activacié de la reaccio (Ea) es va representar el Ink enfront
de l'invers de cadascuna de les temperatures, i la recta obtinguda es va ajustar a I'equacio
d’Arrehinius (Annex 1):

Ink = InA — Ea/RT
k és la velocitat de la reaccid, A és el factor de freqiiéncia (s?), Ea és I'energia d’activacié (kJ mol-
1), R=la constant de gasos i T la temperatura. L'estudi de la cinética de la reaccié d’associacié

es va realitzar en el Departament de Quimica Fisica de la Universitat de Granada.

Determinacio de la termodinamica de la reaccio

Per a calcular la constant d’afinitat, Kd, i els parametres termodinamics del procés d’unié entre
la NegN i la NeqC, es van registrar diferents espectres d’emissi6 de fluorescéncia a
concentracions creixents de NeqC en un rang de temperatures entre 20-70°C, un cop la reaccio
havia assolit I'equilibri (Annex J). Per cada punt de la titulacid, es va afegir a la solucié NegN un
volum determinat de NeqC, es va barrejar rigorosament i es va incubar a la temperatura
desitjada durant el temps necessari per arribar a I'equilibri, després es van registrar els
espectres. El temps per assolir I'equilibri es va establir amb I'estudi cinétic. Les corbes d’unid es
van mesurar monitoritzant la disminucié de la fluorescencia intrinseca dels triptofans de la NegN
en presencia de concentracions creixents de NeqC (Annex J). Per a les diferents titulacions es va
treballar amb tres concentracions de NegN: 24 uM, 20 uM i 14 uM i un rang de concentracions

de NeqC entre 5—61 uM.
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Per a calcular la constant de dissociacio de la reaccid, cada corba d’unid es va ajustar a la segilient

equacio:

([NeqC] + Kd + [NegN]) — \/([NeqC] + Kd + [NegN])? — 4[NeqC][NegN]

Fobs = FNeqN + (Fsat — FNeqN) 2[NegN]

on [NeqC] és la concentracio de la inteina C en uM, Fqbs €s la intensitat de la fluorescencia, Feat
és la intensitat de fluorescéncia en la saturacid, Fneqn €s la fluorescéncia de la NegN, Kd és la
constant d’afinitat en uM, i [NegN] és la concentracid d’inteina N en pM.

El calcul de la Kd per cada temperatura va permetre mesurar les constants termodinamiques de

la reaccid utilitzant I'equacio de van’t Hoff (Annex J):

dinKd  AH°
dT =~ RT

Un cop coneixent I’AH° els parametres de AG i AS es calculen a partir de la seglient equacio:

AG® = AH° + TAS®

L’estudi de I'afinitat entre els dos fragments de la inteina Neq pol es va fer en el Departament

de Quimica Fisica de la Universitat de Granada.

3.4.15.Formacié del complex NeqN/NeqC in vitro

Els fragments N-i C-terminals purs, NegN i NeqC, es van barrejar a una concentracié final de 30
UM i 20 uM, respectivament, amb 20 mM tampé fosfat, 150 mM NaCli 1 mM EDTAapH 8.0i es
van incubar durant 24 h a 25°C amb agitacio suau, 50 rpm.

Per als estudis de cristal-litzacié i difraccié de raig X, com a fragment C-terminal es va utilitzar un
péptid sintetic, 33-mer, el qual contenia la seqiiéncia de la NeqC i els residus TDS de I'exteina
salvatge (NYZTech, Portugal). Per obtenir el complex NeqN/NeqC es va utilitzar el mateix

protocol descrit anteriorment perd en aquest cas utilitzant tampo Tris-HCI.
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3.4.16.Cristal-litzacio i Difraccio de raig X

Aquest apartat de la tesi es va realitzar en col-laboracié amb I'Institut de Biologia Molecular de

Barcelona (IBMB-CSIC).

Cristal-litzacio, recollida de dades i processament

Els cristalls de proteina es van obtenir a partir de cribratges de cristal-litzacid realitzats amb
plaques de 96 pous on es barrejaven 100 nL de proteina (13 mg/ml) i 100 nL de dissolvent
utilitzant un robot Cartesian Technologies (Cartesian Technologies Inc, CA, EUA). Els cristalls de
NegN van apareixer al cap de dos dies i es van deixar créixer durant una setmana mentre que
els cristalls del complex no van parar de créixer fins al cap d’un mes. Els dos cristalls NeqN i el
complex van ser optimitzats en plaques de 24 pous per a obtenir grans cristalls que permetessin
els experiments de difraccid de raig X. Els cristalls de NeqN es van cultivar en 1.1 M de tartrat
d’amoni a pH 7.0 formant part del grup espacial monoclinic C2. Per al complex es van obtenir
dues morfologies diferents: hexagonal i tetragonal amb grups espacials P6522 i P4212,
respectivament. Els cristalls hexagonals van créixer en 25% PEG3350, 0.2 M acetat d’amonii 0.1
m bis-Tris, pH 6.5, mentre que els cristalls tetragonals van créixer al 30% PEG3350i 0.2 M nitrat
d’amoni, pH 6.3. Per a la recollida de dades, els cristalls es van refrigerar rapidament amb
nitrogen liquid amb 30% i 20% de glicerol com a crioprotector per als cristalls de NegN i del
complex, respectivament. Les dades es van mesurar a 100 K a la linia ALBA Xaloc (Universitat
Autonoma de Barcelona), en un detector Pilatus 6M, i es van indexar, integrar i escalar

mitjancant el paquet XDS [145].

Determinacio estructural i refinament

Per resoldre qualsevol dels tres cristalls, a causa del seu baix grau d’homologia amb la resta
d’inteines descrites fins ara, es varen realitzar nombrosos intents infructuosos de substitucié
molecular mitjancant diferents models d’inteines disponibles al PDB. Finalment, el cristall
hexagonal del complex NegN/NeqC es va resoldre ab initio amb el programa
ARCIMBOLDO_BORGES a una resolucié de 1.2 A mitjancant la biblioteca distribuida de 7650
models que representen tres fulls beta de 20 residus [146] com a fragments de cerca contra
objectius d’intensitat de Phaser [147] i ampliant els fragments col-locats a una solucié completa
mitjancant la modificacid de la densitat iterativa i el seguiment automatic de restriccié beta amb

SHELX [148]. Un cop resolta I'estructura del complex hexagonal aquesta va permetre resoldre
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I’estructura del cristall tetragonal a 1.7 A per Reemplagament Molecular mitjancant el programa
PHASER [149]. Tots dos cristalls del complex estaven formats per una sola moléecula de
NeqN/NeqC a la unitat asimeétrica. El cristall monoclinic de NegN amb quatre subunitats a la
unitat asimétrica, es va resoldre mitjancant Reemplacament Molecular aconseguint una
resolucié de 2.6 A amb un model derivat de I'estructura del complex NeqN/NeqC. Alguns residus
de la regié C-terminal de la NegN de les tres estructures estan absents. Aquests residus que
falten podrien correspondre a algunes densitats extraininterpretables que es troben en les tres
formes cristal-lines. El perfeccionament de I'estructura es va realitzar mitjangant passos iteratius
de la construccio de model manuals a Coot [150] i perfeccionament a Refmac5 [151]. El
perfeccionament de cristalls monoclinics es va millorar mitjangant restriccions de simetria no-
cristal-lografica (non-crystallographic simmetry, NCS). Per als cristalls hexagonals, es van utilitzar
factors de temperatura anisotropics en els cicles finals de perfeccionament, donant factors
d’acord R i RFree de 15.6 i 13.7. Les estructures de cristall monoclinic i tetragonal es van
perfeccionar donant factors R i Rfree de 20.7 / 25.7 i 20,4 / 21.7, respectivament (Taula 4.5;
Taula 4.9 de Resultats i Discussid). La validacié d’estructures es va realitzar amb rutines de
MolProbity amb un 99,4%, 100% i 100% de residus a la regié més favorable de la trama
Ramachadran per als grups espacials monoclinics, tetraédrics i hexagonals respectivament

[152].
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Resultats i Discussio

4.1. Caracteritzacié de la reaccidé de trans-splicing catalitzada per la inteina
partida Neq pol

Com ja s'ha comentat en la introduccid d'aquesta tesi sembla que la reaccié de trans-
splicing catalitzada per lainteina partida Neq pol es troba regulada per la temperatura,
produint-se eficientment dintre del rang de temperatures compres entre els 50-80°C, amb un
maxim d'eficiencia a 80°C. En el cas qué la regulacié de [l'activitat de la Neq pol fos
causada exclusivament per lainteinai que l'associacid dels dos fragmentses donésa
temperatures mesofiliques, es podria obtenir de manera estable el complex format pels dos
fragments de la inteina partida sense quees donésla reaccid de trans-splicing,la qual
cosa permetria per primer cop obtenir I'estructura tridimensional dels dos fragments d’una
inteina partida associats de manera no covalent i amb els residus catalitics natius.

La limitacié de les inteines per ser utilitzades ampliament com a eines biotecnologiques, rau
generalment, en el fet que la reaccidé de splicing es troba modulada pels residus situats en la
proximitat dels llocs d’unié de l'exteina i la inteina. Normalment, per aconseguir bons
rendiments de splicing amb exteines exogenes se’ls afegeix una curta seqliéncia d’aminoacids
(5-10 residus), la qual correspon als residus de la regié adjacent al lloc d’unid exteina-inteina
presents en la forma natural. Cal considerar, pero, que aquesta estrategia pot modificar
I’estructura tridimensional de I'exteina o la seva funcid. Com s’ha comentat anteriorment, la
tolerancia a introduir mutacions en aquests llocs és intrinseca de cada inteina. Per aquesta rad,
actualment, s’inverteixen molts esforcos a trobar una inteina que catalitzi la reaccid de splicing
de manera eficient en un context tant natiu com exogen.

En aquest treball s’ha volgut caracteritzar la reaccié de trans-splicing catalitzada per la inteina
partida Neq pol utilitzant exteines no natives. Per aconseguir aquest objectiu i coneixent que
I’eficieéncia de la reaccid es pot veure afectada en funcié de I'exteina utilitzada [55], s’han utilitzat
diferents proteines com a exteines (Taula 4.1).

D’altra banda i a causa del paper modulador descrit dels residus adjacents de la regié d’unié
exteina-inteina [33]-[37] es va considerar oportu conservar com a minim dos dels residus de
I’exteina nativa de la DNA polimerasa B de N. equitans en els precursors N i C, els quals estan

indicats en la Taula 4.1.
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Taula 4.1. Resum dels precursors utilitzats per a catalitzar la reaccio de splicing. En vermell es troben
indicats els residus salvatges de I’exteina N en la regié adjacent a la Serl, i en groc es destaquen els
residus salvatges que es conserven en les posicions +1 i +2 de I'exteina C nativa de la inteina Neq pol.

Precursor N

Construccié 1n H6-MBP(GD)-NegN

Construccié 2n H6-GB1(FKVIYGD)-NegN
Construccié 2n H6-GB1(FKVIYGD)-NegN (Ser1Cys)
Precursor C

Construccio 1c NeqC- GB1-H6

Construccioé 2c NeqC-(10)-GB1

Construccio 3c NeqC- -ZHER2

Precursor

Construccio P H6GB1(D)-NEQ- ZHER2

Caracteristiques de les exteines

La proteina d’unié a maltosa (MBP), és ampliament utilitzada com a proteina transportadora
per a la produccié recombinant de proteines de fusié en E. coli. La presencia de la MBP facilita
la seva purificacié[153], i augmenta la solubilitat de proteines amb tendéncia a agregar[154]. La
MBP és una proteina constituida per 396 aminoacids i un pl teoric de 5.5, la qual presenta una
temperatura mitjana de desnaturalitzacié (Tm) a pH 8.2 de 62.6°C[153].

La GB1, és un domini de la proteina G de diferents espéecies de Streptococcus, constituida per
56 aminoacids, amb una elevada estabilitat i solubilitat. S’"ha demostrat que aquesta proteina
pot unir-se a altres augmentant la seva estabilitat. Aquesta proteina presenta un plegament
cooperatiu en dos estats i la seva Tm a pH 5.4 és de 87.5°C [155].

El domini ZHER2, és un affibody de 58 residus que té una elevada afinitat pel receptor 2 del
factor de creixement epidérmic huma (HER2). Els affibodies sén petits i robusts lligands, els quals
estan basats en el domini Z de la proteina A [156]. Aquest domini Z s’ha escollit com a punt de
partida per a la construccié d’affibodies, ja que presenta excel-lents propietats biofisiques
(elevada Tm, plegament reversible i rapid i és soluble en solucions aquoses) i presenta alts nivells
d’expressio en E. coli. Existeix una amplia llibreria de molecules ZHER2, on cada una de les
variants incorpora mutacions que li aporten diferents propietats, en aquesta tesi es va decidir
treballar amb la variant N23T, S33K[157]. Aquesta doble mutacié augmenta la Tm d’aquesta
molécula en 12°C (Tm=77°C), convertint-la en aquest cas en una excel-lent candidata per ser
utilitzada com a exteina per una inteina provinent d’'un organisme hipertermofil, com és

N.equitans.
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4.1.1. Reaccio de trans-splicing utilitzant com a exteina N la MBP i com a exteina C el

domini GB1

Per tal de comprovar que els dos fragments de la Neq pol units a exteines no natives podien
associar formant el complex NeqN/NeqC sense que es produis la reaccié de trans-splicing a
temperatures mesofiles, es van coexpressar els dos precursors, N i C, en E. colia 37°C.

En la Figura 4.1 s’esquematitzen les estructures del precursor N, H6MBP(GD)-NegN, i del
precursor C, NeqC-(TD)GB1, respectivament. El precursor N esta format per 509 aminoacids
(56492.6 Da), i té un punt isoeléctric teoric de 5.5 i el precursor C esta constituit per 95 residus

(10626.80 Da) i presenta un pl de 5.0.

T )
e ISEGD TDIGSEFNGTQ

Figura 4.1. Esquema del precursor N, HEMBP(GD)-NegN, i del precursor C, NeqC-(TD)GB1.
(a) El precursor N esta composat per una cua d’histidines (H6) en I’extrem N-terminal, seguida per la MBP,
unida a través d’una curta regio policonnectora de 5 residus a la NegN. (b) El precursor C esta composat
per la NeqC unida a través d’un linker d’11 residus a la GB1. En vermell s’assenyalen els residus salvatges
gue es troben en les posicions -2, -1i +1i +2.

Per la coexpressid es va utilitzar el sistema dual pskDuet01/pskBAD2. El precursor N,
H6MBP(GD)-NeqN, es va clonar en el plasmidi pSKDuet01, i el precursor C, NeqC-(TD)GB1, en el
plasmidi pSKBADO?2. Els dos vectors es van emprar per cotransformar la soca d’E. coli BL21(DE3),
on I'expressio del precursor N, es va induir amb 0.5M d’IPTG i la del precursor C amb 0.2% de L-
Arabinosa. En el gel on s’analitza la coexpressié dels precursors s’observen dues bandes ben
definides que corresponen al precursor N i C, i no s’observa, pero cap banda amb una massa
molecular aproximada a I'esperada pel producte de la reaccid ni per cap dels productes de les
reaccions secundaries no desitjades d’hidrolisi (Figura 4.2-a). Aquests resultats indiquen que la
inteina Neq pol en un context exogen a 37°C no és activa i per tant, es pot obtenir el precursor
intacte.

Per demostrar que els dos fragments de la inteina interaccionen durant la seva coexpressio en
E.coli formant correctament el complex NegN/NeqC, la fraccié soluble de I'extracte cel-lular
obtingut després de la coexpressid es va carregar en una cromatografia de Ni-NTA i les fraccions
recollides es van analitzar per 12% SDS-PAGE. Es d’esperar que si el complex s’ha format
correctament tant el precursor N com el precursor C, que no te cua d’histidines, coelueixin a

elevades concentracions d’imidazol. El primer que crida I'atencié dels resultats obtinguts (Figura
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4.2-b) és que a diferéncia de I'expressié individual del precursor C, on la proteina s’havia
d’expressar a 18°C per a obtenir-la en la fraccié soluble, la coexpressid de tots dos precursors a
37°C va permetre obtenir els dos precursors en la fraccié soluble. D’altra banda, I'analisi de les
fraccions obtingudes de la cromatografia d’afinitat indica que les dues bandes corresponents als
precursors N i C coelueixen a una concentracié de 25 mM d’imidazol. Aquests resultats indiquen
que els dos fragments de la inteina Neq pol interaccionen durant la seva expressio a 37°C en E.
coli formant el complex NegN/NeqC inactiu, ja que no s’observa cap banda corresponent al
producte de splicing ni a cap dels productes de les reaccions d’hidrolisi, i que aquest es manté
estable al llarg del procés de purificacié. La qual cosa converteix a la inteina Neq pol en una

excel-lent candidata per a posteriors estudis estructurals.
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Figura 4.2. Coexpressié recombinant a 37°C i copurificacié del complex format per
H6MBP(GD)-NeqgN i NeqC-(TD)GB1 (56492.6 Da i 10626.8, respectivament). (a) Analisi de la
coexpressio a 37°C Carril 1: Marcadors de massa molecular; carril 2: -IPTG; carril 3: 30 minuts després de
la induccié amb 0.5 mM IPTG, just abans d’induit el precursor C amb 0.2% L-Ara; carril 4: després de 6
hores de produccié dels dos precursors. (b) Coexpressié a 37°C i purificacié per cromatografia d’afinitat
Ni-NTA. Carril 1: fracci6 total; carril 2: fraccid soluble; carril 3: través, carril 4: rentat 1 (20 mM tampé fosfat
a pH 7.4, 300 mM NacCl, 10 mM Imidazol); carril 5: rentat 2 (20 mM tamp0d fosfat a pH 7.4, 300 mM Nadl,
25 mM Imidazol), carril 6: elucid 1, carril 7: elucid 2. Les elucions es van realitzar utilitzant 20 mM tampd
fosfat a pH 7.4, 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol.

NeqC-(TD)GB1 —7

Per estudiar la reaccid de trans-splicing in vitro es va partir d’una solucid del complex préviament
purificat a una concentracio final de 10 uM amb 50 mM tampé fosfat a pH 8.0, 150 mM NacCl, 1
mM EDTA. La mostra es va incubar durant 24 hores a 50°C. Per al seguiment de la reaccid es van
agafar aliquotes a diferents temps (0 h, 1.5 h, 4 h, 6 h i 24 h) i es varen analitzar per 12%SDS-
PAGE. Es va decidir realitzar la reaccid de trans-splicing a 50°C, perque és una temperatura a la

qual la inteina ja és activa [68] i es troba per sota de la Tm descrita per la MBP.
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A continuacio en la Figura 4.3 s’esquematitzen el producte de la reaccid de trans-splicing aixi

com els productes de les reaccions d’hidrolisi.

H6MBP-NeqN (56492.6 Da) NeqC-(TD)GB1 (10626.8 Da)
D—[ MBP ]—[JeqN [Neqc]—[ GB1 ]—
Hé
Hidrolisi de I’extrem C-terminal
Hidrolisi de I’extrem N-terminal/ \
D‘{ ]7 Trans-Splicing
&] H6MBP(TD)GB1 (52145.3 Da)
il S N

H6

. ) G

NegN (11476.96 Da)  NeqC (3515.1 Da)

Figura 4.3. Esquema simplificat de la reacciéo de trans-splicing i de les reaccions
secundaries d’hidrolisi catalitzada pels precursors H6MBP(GD)-NegN i NeqC-(TD)GB1 . En
aquest esquema es representen les molécules que es poden generar amb la incubacié dels dos precursors
amb les seves respectives masses moleculars. En groc es troben emmarcades les molecules que es poden
detectar per anticossos Anti-His.

En el SDS-PAGE on s’analitza la reaccid de trans-splicing (Figura 4.4), s’observa la disminucié

gradual del precursor C, NeqC-(TD)GB1, al llarg del temps. La disminucié del precursor N,

H6MBP(GD)-NeqN, al llarg del temps es fa dificil d’apreciar degut a I’excés de precursor N lliure.

Paral-lelament, s’observa la formacio de diverses bandes, cap identificada com el producte de la

reaccié de trans-splicing, HGMBP(GD)-(TD)GB1. Les bandes formades al llarg de la reaccié

corresponen a H6MBP(GD) i (TD)GB1, productes d’hidrolisi de I'extrem N- i C-terminal,

respectivament. Aquests resultats indiquen que la ciclacié de I’Asn és dona de manera

prematura en la inteina Neq pol amb exteines exogenes i que la temperatura no té cap efecte

sobre aquesta reaccid, ja que s’observa exteina C hidrolitzada a temps 0. D’altra banda que es

produeixi la hidrolisi de I'extrem N-terminal, indica que almenys la inteina Neq pol es capag de

catalitzar la primera etapa de la reaccio de splicing. A diferéncia de la ciclacié de I’Asn, sembla

que aquesta reaccio si que esta regulada per la temperatura, ja que a temps 0 no s’observa cap

banda corresponent a la MBP.
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Figura 4.4. Analisi per SDS-PAGE de la reaccio de trans-splicing a 50°C catalitzada pel
complex format in vivo pel precursor N, H6MBP(GD)-NegN (56492.6 Da), i el precursor C,
NeqC-(TD)GB1 (10626.8 Da), a una concentracié de 10 uM amb 50 mM tampé fosfat a pH 8.0, 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA.

El sistema dual d’expressié pSKDuet01/pSKBAD2 permet coexpressar els dos precursors de
manera simultania en E. coli, obtenint d’aquesta manera el complex NeqN/NegC. L'inconvenient
gue presenta aquest sistema és que els nivells d’expressié de cada precursor sdn molt diferents,
obtenint alts nivells d’expressio del precursor N que s’expressa sota el promotor T7 del vector
pSKDuet01, i baixos nivells del precursor C que es troba clonat en el vector pSKBAD?2 sota el
control del promotor d’arabinosa. A conseqiiéncia d’aquesta expressio diferencial i tenint en
compte que I'associacié NeqN-NeqC segueix una relacio 1:1, s'obté un excés de precursor N
lliure, el qual no formara complex i dificilment sera purificat del que forma complex amb el
precursor C. Com a resultat s’obté una barreja de precursor N lliure i acomplexat que dificultara
la interpretacié dels resultats de la reaccio de trans-splicing.

Per a solucionar aquest problema i poder ajustar millor les concentracions dels precursors es va
decidir expressar i purificar els dos precursors separadament.

El precursor N, H6MBP(GD)-NeqgN, és el mateix que l'utilitzat anteriorment (Figura 4.1). En la
Figura 4.5 es representa de manera esquematitzada I’estructura del precursor C: NeqC-(TD)GB1-
H6. La massa molecular d’aquest precursor és de 12146.5 Da (108 residus) i presenta un punt

isoeléctric teoric de 6.1.

H6

(253 e (Y00

Figura 4.5. Esquema del precursor C, NeqC-(TD)GB1H6.El qual esta format per la inteina C, NeqC,
unida a la GB1, a través d’una regidé connectora, que incorpora els dos residus natius, TD, en posicions +1
i +2 (vermell) i en I'extrem C-terminal una cua d’histidines (H6).
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Les masses moleculars tant dels precursors com dels possibles productes de la reaccid s’indiquen
en la Taula 4.2.
Taula 4.2. Masses moleculars dels productes obtinguts en la reaccio de trans-splicing catalitzada

pel precursor N, HGMBP(GD)-NeqgN, i el precursor C, NeqC-(TD)GB1H6 in vitro. Amb un * estan
marcades aquelles especies que es poden detectar amb anticossos Anti-His.

Espécie Massa molecular (Da)
Precursor N* 56492.6
Precursor C* 12146.5

Producte Splicing* 53665.0
NeqN 11477.0

NeqC 3515.1
H6MBP(GD)-* 45033.7
-(TD)GB1H6* 8649.37

La reaccid de splicing aixi com les reaccions d’hidrolisi poden ser regulades pel pH del medi [158],
[159]. Per estudiar I'efecte del pH en la reaccié de trans-splicing catalitzada pels precursors
H6MBP(GD)-NegN i NeqC-(TD)GB1H6, es van preparar tres reaccions a diferent pH (6.0, 7.0 i
8.0). Els tampons utilitzats tenen la mateixa forga ionica i concentracié d’amortidor, I’Unic que
varia és el pH (Taula 4.3). Per a preparar aquestes reaccions es va partir dels precursors
préviament purificats per cromatografia d’afinitat Ni-NTA i dialitzats enfront del tampo amb del
pH corresponent. Per a obtenir la reaccid de trans-splicing propiament dita es van barrejar els
volums adients de cada precursor al pH escollit amb I'objectiu d’obtenir una concentracio final
de cada un dels precursors de 2.3 uM. Les tres reaccions de trans-splicing es van incubar durant
24 hores a 50°C. Per a realitzar el seguiment de la reaccio es van extreure diferents aliquotes a

diferents temps. La reaccid de trans-splicing es va analitzar per 12%-SDS-PAGE.

Taula 4.3. Diferents tampons utilitzats per I’estudi de I'efecte del pH sobre la reaccio de trans-splicing.

pH Tampo

6.0 50 mM tampd fosfat, 150mM NaCl + 1mM EDTA
7.0 50 mM tampd fosfat, 150mM NaCl + 1mM EDTA
8.0 50 mM tampé fosfat, 150mM NaCl + 1mM EDTA
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Figura 4.6. Analisi per SDS-PAGE de la reaccid de trans-splicing a 50°C catalitzada pel
precursor N, HEMBP(GD)-NegN, i el precursor C, NeqC-(TD)GB1 a diferents pHs. (a) pH 6.0
(b) pH 7.0 (c) pH 8.0. (M) Marcador de massa molecular.

En cap de les reaccions assajades s’observa cap banda corresponent al producte de trans-
splicing, en canvi, si que s’identifiquen les corresponents als productes de les reaccions
d’hidrolisi (Figura 4.6; Annex C). El que indica que la inteina partida Neq pol amb les exteines
exogenes en un rang de pHs entre 6.0-8.0 a 50°C no és capag de coordinar les diferents etapes
de la reacci6 de trans-splicing per a formar el producte final d’aquesta reaccié.

Fins ara tots els assajos descrits s’han realitzat a 50°C, limit inferior del rang de temperatures on
Suk-Tae Kwon i col-laboradors varen detectar activitat de la inteina Neq pol en un context
endogen [68]. En aquest treball es va descriure que la inteina Neq pol presentava el seu maxim
d’activitat a temperatures per sobre dels 70°C. Per aquesta rad, es va voler estudiar el
comportament d’aquests precursors quan s’incuben a una temperatura de 70°C.

Per a dur a terme aquest estudi, es va preparar una solucié a una concentracid final de 3.5 uM
de precursor N i de precursor Camb 50 mM tamp¢ fosfat, pH 8.0 + 150 mM NaCl + 1 mM EDTA
i es va incubar durant 24 hores a 70°C. Per realitzar el seguiment de la reaccio es van extreure

aliquotes a diferents temps. La reaccid de trans-splicing es va analitzar per 12%-SDS-PAGE.

M Oh 15h 4h 6h 24h

KDa .

H6MBP(GD)-NegN
50

H6MBP(GD)
30

20

15 NeqC-(TD)GB1H6

10

Figura 4.7. Analisi per SDS-PAGE de la reaccid de trans-splicing catalitzada pels precursors
NiC, H6MBP(GD)-NegN i NeqC-(TD)GB1H6 a 70°C. M: Marcador de massa molecular.
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En la Figura 4.7 es pot observar que a 70°C a mesura que avancga el temps de reaccié s’observa
una disminucié significativa en la intensitat de la banda corresponent al precursor N i una
reduccio en la mobilitat electroforética del precursor C, la qual va acompanyada d’un decrement
en la seva resolucid. D’altra banda, també s’aprecia que a partir de les 4 hores d’incubacio a
70°C, apareixen nombroses bandes inespecifiques que van augmentant en incrementar el temps
de reaccid. La disminucio del precursor N al llarg de la reaccidé sense observar cap increment
proporcional en el producte de la hidrolisi de I'extrem N-terminal o en el producte de trans-
splicing, aixi com I'aparicié de bandes inespecifiques, suggereix que el precursor N a 70°C agrega.
L'agregacio del precursor N a aquesta temperatura es pot explicar per que la MBP té una Tm a
pH 8.2 de 62.6°C [153].

No és aconsellable treballar amb una exteina que presenta una Tm per sota de la temperatura
optima d’activitat descrita per la inteina partida Neq pol, com a conseqiiéncia es va decidir

substituir-la i assajar noves exteines per a futurs estudis.

4.1.2. Reaccio de cis-splicing utilitzant com a exteina N el domini GB1 i com a exteina

C el domini ZHER2

S’ha demostrat que I'efecte de les exteines exogenes, en la reaccio de cis-splicing és menor que
en la reaccid de trans-splicing [55], on les exteines poden arribar a inhibir-la [160]. El diferent
efecte que tenen les exteines sobre la reaccidé de trans-splicing i cis-splicing suggereix que
probablement les exteines poden modular o bloquejar el procés d’associacié dels dos fragments
de la inteina. Les exteines poden interferir en el procés d’associacié de les inteines partides
perque poden canviar la solubilitat o la carrega neta dels precursors [55].

Tot i que in vivo s’ha vist que els dos precursors de la inteina partida Neq pol interaccionen
correctament formant el complex NegN/NeqC, es coneix poc sobre el procés in vitro. Per
minimitzar la interferencia de les exteines en la reaccié de splicing, es van fusionar els gens que
codifiquen els dos fragments de la inteina Neq pol a través d’una seqiieéncia que codifica per la
diana de la proteasa TEV (Figura 4.8).

A consequencia dels problemes d’agregacio obtinguts amb el precursor N, HG6MBP(GD)-NegN, a
elevades temperatures, es va realitzar un canvi d’exteines. En la nova construccié la inteina es

troba unida per I'extrem N-terminal al domini GB1 i per I’extrem C-terminal al affiboody ZHER2.
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En la Figura 4.8 s’esquematitza I'estructura del precursor en cis H6GB1(D)-NeqSC-(TDS)ZHER2.
En aquest precursor els dos fragments de la inteina partida Neq pol es troben units
covalentment a través de la seqliéncia diana de la proteasa TEV, la qual permetria obtenir per
digestio proteolitica els dos precursors en trans, H6GB1(D)-NeqN i NeqC-(TDS)ZHER2. Aquest

precursor esta composat per 280 residus (PM=31997.7 Da) i presenta un pl de 6.27.

GB1 H NegN }TEV[Ne c]—E( zumz]
U{ GSGY “ 3 rpses

H6

Figura 4.8. Esquema del precursor en cis H6MBP(D)-NeqSC-(TDS)ZHER2, el qual esta
composat per una cua d’histidines en I’extrem N-terminal, seguida del domini GB1 unit ala NeqN a través
d’una curta sequiencia polipeptidica, a continuacio es troba la diana per la proteasa TEV i la NeqC unida
mitjancant un curt linker a I'exteina C, ZHER2. En vermell s’assenyalen els residus natius en les posicions
flanquejants als dos fragments de la inteina.

A la Figura 4.9 s’esquematitza la reaccio de splicing catalitzada pel precursor en cis H6GB1(D)-

NeqSC-(TDS)ZHER2, aixi com les reaccions no desitjades d’hidrolisi.
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H6GB1(D)-NEQsc-(TDS)ZHER2 (31997.7 Da)
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Figura 4.9. Esquema de la reaccid de cis-splicing catalitzada pel precursor H6GB1(D)-NeqSC-(TDS)ZHER2, i les possibles reaccions no desitjades d’hidrolisi.
Entre parentesi es troben les masses moleculars de les diferents espécies que es poden formar al llarg de la reaccié. En groc es troben emmarcades les molecules detectables amb

anticossos AntiHis.
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Per tal d’estudiar I'efecte de la temperatura, el precursor H6GB1(D)-NeqSC-(TDS)ZHER2
préviament purificat per cromatografia d’afinitat Ni-NTA a una concentracié de 5 uM amb 20
mM tampé fosfat a pH 8.0, 50 mM NaCl es va aliquotar i cada fraccié es va incubar durant 24
hores a diferents temperatures (40°C; 50°C; 60°C; 70°C). Per al seguiment de la reaccid a
diferents temps (0 min, 10 min, 30 min, 1h, 4h, 24h) es van extreure diferents aliquotes de cada

mostra per a posteriorment analitzar-les per 15% SDS-PAGE.
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Figura 4.10. Analisi de la reaccio de cis-splicing per SDS-PAGE catalitzada pel precursor
precursor H6GB1(D)-NeqSC-(TDS)ZHER2 a pH 8.0 en un rang de temperatures entre els 40°C
i 70°C. (a) 70°C (b) 60°C (c) 50°C (d) 40°C. El precursor ha estat preparat a una concentracioé final de 5 uM
amb 20 mM tampé fosfat a pH 8.0, 50 mM NaCl. M: Marcadors de massa molecular.

Els resultats obtinguts s’observen en la Figura 4.10. En aquests es pot veure com el precursor en
cis H6GB1(D)-NeqSC-(TDS)ZHER2 es manté soluble en tot el rang de temperatures estudiat, la
qual cosa indica que les exteines escollides sén bones candidates per a ser utilitzades en
reaccions a elevades temperatures. D’altra banda, no s’observa cap banda corresponent al
producte de splicing H6GB1(D)-(TDS)ZHER2 en cap de les temperatures assajades. Com era
d’esperar tenint en compte els resultats obtinguts anteriorment (Figura 4.6), s’observa la ciclacié
de la cadena lateral de I'’Asn de manera prematura, donant lloc a la formacié dels productes
H6GB1(D)NeqSC i (TDS)ZHER2. Els productes de la hidrolisi de I'extrem C-terminal han sigut
identificats per Western Blot, utilitzant anticossos AntiHis i MALDI-TOF. La comparacié dels
resultats obtinguts a les diferents temperatures, suggereix que aquesta reaccié no esta regulada

per la temperatura, pero si que la seva cinética es veu incrementada a mesura que augmenta la
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temperatura. En els gels d’acrilamida també es veu I'aparicié a temps llargs, >4 h, de la cis inteina
NeqSC, la qual va acompanyada de I'aparicié de I'exteina N, H6GB1, la presencia de la qual va
ser identificada per MALDI-TOF. L'aparicié al llarg de la reaccié d’aquestes dues espécies indica
gue també es déna la hidrolisi de I’extrem N-terminal. En aquest cas i a diferéencia de la ciclacié
de I'Asn sembla que aquesta reaccid estaria regulada per la temperatura, ja que a 40°C no
s’observa cap banda corresponent a la inteina. Aquest resultat és consistent amb els resultats
de splicing obtinguts en el treball de Suk-Tae Kwon i col-laboradors [68]. A més a més, I'aparicio
tardana de la inteina suggereix que les reaccions d’hidrolisi no es troben coordinades, dit d’una
altra manera sembla que la hidrolisi de I'extrem N-terminal és sobre el producte de la hidrolisi
de I'extrem C-terminal, H6GB1NeqSC, el que indica que la hidrolisi de I'extrem N-terminal es
ddna des de I'intermediari lineal. Per ultim, s’ha de dir que el patré de bandes obtingut, tot i que
s'utilitzen diferents exteines, s’assembla molt a I'obtingut per la reaccié de trans-splicing
catalitzada pels precursors H6MBP(GD)-NegN i NeqC-(TD)GB1H6 (Figura 4.6), la qual cosa
suggereix que les exteines no interfereixen significativament en el procés d’associacié dels dos
fragments de la inteina partida.

Per estudiar I'efecte del pH en la reaccié de cis-splicing el precursor en cis préviament purificat
es va preparar a una concentracié final de 5 uM en dues solucions amortidores amb pHs
diferents, 20 mM tampd acetat a pH 5.0, 50 mM NaCl i 20 mM tamp¢ fosfat a pH 7.2, 50 mM
NaCl. Aliquotes de cada una de les solucions es va incubar a una temperatura diferent (40°C,
50°C, 60°C i 70°C) durant 24 hores. Pel seguiment de la reaccié es varen agafar mostres a

diferents temps i es van analitzar per 15% SDS-PAGE.
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Figura 4.11. Analisi per SDS-PAGE de la reaccio de cis-splicing catalitzada pel precursor
H6GB1(D)-NeqSC-(TDS)ZHER2 a pH 5.0 en un rang de temperatures entre 40°C j 70°C. (a)
70°C (b) 60°C (c) 50°C (d) 40°C. M: Marcadors de massa molecular.
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Figura 4.12. Analisi per SDS-PAGE de la reaccid de cis-splicing catalitzada pel precursor
H6GB1(D)-NeqSC-(TDS)ZHER2 a pH 7.2 en un rang de temperatures entre 40°C j 70°C. (a)
70°C (b) 60°C (c) 50°C (d) 40°C. M: Marcadors de massa molecular.
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Amb els resultats obtinguts a pH 5.0 i 7.2 (Figura 4.11 i Figura 4.12) sembla que el patré de
bandes obtingut de la reaccié de splicing als diferents pH és bastant similar a I'obtingut a pH 8.0
(Figura 4.10), és a dir, en cap de les condicions de pH i temperatura s’observa producte de
splicing, i en tots els pHs amb major o menor grau s’observen els productes de la hidrolisi de
I’extrem C- i N- terminal.

Comparant els diferents pHs (5.0, 7.2, 8.0) s’observa que en tots ells independentment de la
temperatura es dona la ciclacio de la cadena lateral de I’Asn. Aquest resultat reforga els resultats
obtinguts anteriorment per la reaccié de trans-splicing catalitzada pels precursors H6MBP(GD)-
NegN i NeqC-(TD)GB1H6 on la ciclacié de la cadena lateral de I’Asn no estava regulada per la
temperatura. Per a facilitar la interpretacio dels resultats s’assumeix que la hidrolisi de I'extrem
N-terminal es dona un cop s’ha produit la hidrolisi de I'extrem C-terminal, i per tant tot el
precursor que desapareix al llarg de la reaccio és hidrolitzat per la ciclacié de I’Asn, convertint-
se en H6GB1(D)NeqgSC + (TDS)ZHER2. Comparant la disminucié de la intensitat de la banda
corresponent al precursor després de 24 hores a 70°C (temperatura a la qual la ciclacio es déna
més eficientment) sembla que la velocitat d’hidrolisi de I’'extrem C-terminal més elevada a pHs
basics, pH 8.0. Per contra, la velocitat d’hidrolisi de I'extrem N-terminal és més elevada a pH
acids, ja que la intensitat de la banda corresponent a NEQsc és més gran a pH 5.0. Aquest
increment de la velocitat en la hidrolisi de I'extrem N-terminal a pHs acids es pot explicar per
qgue en l'equilibri entre I'enllag amida (precursor) i I'enllag éster (intermediari lineal) I'enllag
amida es veu afavorit a alts pHs i en canvi I’enllag éster a baixos pHs [161]. Com ja s’ha comentat
anteriorment, a cap dels pH assajats és dona hidrolisi de I’extrem N-terminal a temperatures per

sota dels 50°C, fet que reforca la idea que aquesta reaccié esta modulada per la temperatura.

4.1.3. Reaccio de trans-splicing utilitzant com a exteina N el domini GB1 i com a

exteina C el domini ZHER2

A causa de la baixa expressié i solubilitat del precursor C, NeqC-(TD)ZHER2 (Annex D), i a la
dificultat de purificar-lo, tot i els seus inconvenients, es va decidir coexpressar els precursors en
E. coli, i aixi copurificar el complex NegN/NeqC, el qual es manté soluble i estable.

D’altra banda, degut a la manca de producte de splicing i a la importancia descrita dels residus
natius de les exteines en les regions adjacents als llocs d’unié exteina-inteina, es va incorporar
una petita seqliéncia de 7 residus de I’exteina N nativa en la regié connectora entre la GB1 i la

NegN. Aguesta curta seqiiencia salvatge s’assenyala com wt en la Figura 4.13 .
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Les estructures dels precursors N: H6GB(wt)-NeqN i C: NeqC-(TDS)ZHER2 estan esquematitzades
en la Figura 4.13. El precursor N esta format per 183 aminoacids (20846.2 Da), i té un punt
isoelectric teoric de 5.9, i el precursor C esta constituit per 95 residus (10626.8 Da) i presenta un

pl de 5.04.

[H oo Jof e ] (Neae A HeR2 |
Hé

Figura 4.13. Esquema de precursor N, H6GB(wt)-NegN, i C, NeqC-(TDS)ZHER2. (a) Precursor
N composat per una cua d’histidines (H6) en I'extrem N-teminal de la proteina de fusié, seguida de
I’exteina N, GB1, la qual es troba unida a través d’un linker a la NeqN. (b) Precursor C esta format per la
inteina C, NeqC, unida a ZHER2, a través d’una regid connectora. Els residus assenyalats en vermell sén els
residus natius de I'exteina de N. equitans.

El precursor N, proteina cineticament estable

L’estat natiu de les proteines és un estat dinamic, el qual esta format per una poblacié de
molécules amb diferents conformacions estructurals que van fluctuant entre elles. Les
molécules de SDS requereixen tenir accés al nucli hidrofobic de la proteina per a unir-se, i aixi
poder desplegar-la. Per aquesta rad, la unid del SDS es déna en la transicié entre les diferents
conformacions de I'estat natiu. Aquesta transicié es considera un moment de debilitat, en el
qual la proteina és susceptible a la unié d’aquestes molécules [138]. Un cop les molecules de
detergent s’uneixen, aquesta proteina queda atrapada en I'estat desplegat.

Quan es parla de proteines cinéticament estables es fa referencia a proteines que presenten
una inusual rigidesa en la seva estructura nativa, i per tant, el nombre de conformacions
estructurals que formen I’estat natiu és menor. Aquesta rigidesa dificulta la unié de les
molécules de SDS a la proteina, com a conseqliéncia s’obté una poblacid heterogénia de
molécules plegades, parcialment plegades i totalment desplegades que es tradueix en una
elevada heterogeneitat de bandes en els gels d’acrilamida. Per a solucionar aquest problema,
generalment els protocols d’analisi de proteines per SDS, incorporen un pas de preparacié de la
mostra on aguesta es sotmet a un xoc térmic, bullint la mostra durant 10 minuts a 95°C. Quan
es treballa amb proteines termoestables, com és el cas de la Neq pol, aquest protocol preparatiu
no funciona, ja que a la temperatura a la qual es bullis la mostra no desnaturalitza les espécies

parcialment o totalment plegades, per tant, la complexitat es manté.
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Com es pot observar en la Figura 4.14, la NegN per si sola també presenta aquesta
heterogeneitat de bandes, per tant, aquests resultats indiquen que I’elevada heterogeneitat del
precursor N és deguda a la NegN exclusivament, el que a la vegada indica que aquest fragment
és cinéticament estable. En el cas dels precursors, H6MBP-NeqN i H6GB1(D)-NEQsc-(TDS)ZHER?2,
no s’'observa aquesta heterogeneitat de bandes en SDS-PAGE, segurament, perque la
complexitat aportada per la NegN queda emmascarada per la gran mida del ‘cargo’ que tenen
aquests precursors. Per tant, aquests resultats indiquen que al NegN és una proteina

cineticament estable.
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Figura 4.14. Analisi per SDS-PAGE de la complexitat del precursor N, H6GB1(wt)-NegN i la
NegN (20846.2 Da i 12861.5 Da, respectivament). El precursor N i la inteina N s’han preparat a una
concentracio final de 20 uM amb 50 mM Tris-HCl a pH 8.0 50 mM NaCl. M: Marcadors de massa molecular

Aquesta heterogeneitat de bandes originada per la inteina N dificulta enormement la
interpretacié dels resultats obtinguts en I’analisi per SDS-PAGE de la reaccid de trans-splicing.
Per aquesta rad es va cercar un protocol que permetés desnaturalitzar totalment la NegN i
reduis I'heterogeneitat de bandes en I'analisi electroforetica. Per tal de trobar el protocol, es va
preparar una solucié de precursor N aillat, H6GB1(wt)-NeqgN, i una altre formant complex amb
el precursor C, NeqC-(TD)ZHER2, a una concentracio final de 20 uM, amb 50 mM Tris-HCI, pH
8.0 i 50 mM NaCl. Es varen barrejar volums iguals de les solucions proteiques amb tampd de
carrega 2X amb urea (50 mM Tris-HCI, pH 6.8 + 1.6% SDS + 7% Glicerol + 8M urea) i es van incubar
durant 3 hores a 95°C. Per al seguiment de la reaccié de desnaturalitzacié es varen agafar
aliquotes a diferents temps, les quals es van analitzar per 15% SDS-PAGE.

A continuacié, es mostren els gels d’acrilamida al 15% obtinguts de I'analisi de desnaturalitzacid
(Figura 4.15). Com es pot observar, per desnaturalitzar totalment el precursor N, sigui aillat o
formant complex, és necessari incubar la mostra durant un minim de 2h en preséncia de 4M

d’urea.
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D’aquest estudi s’extreu el protocol per al tractament de mostres amb I'objectiu d’analitzar
mitjangant SDS-PAGE la reaccio de trans-splicing catalitzada pels precursors H6GB1(wt)-NegN/
H6GB1(wt)-NeqN(S1C) i NeqC-(TDS)ZHER2, el qual consisteix en barrejar volums igual de la
reaccié amb el tampd de carrega x2 amb urea (50 mM Tris-HCI, pH 6.8 + 1.6% SDS + 7% Glicerol

+ 8M urea), seguidament incubar durant 2 hores a 95°C, i carregar al gel SDS-PAGE.

pee- '---
20

— 10

Figura 4.15. Cinetica del procés de desnaturalitzacio a 95°C amb 4 M d’urea analitzada
per SDS-PAGE del precursor H6GB(wt)-NegN i del complex format per H6GB(wt)-NegN i
NeqC-(TDS)ZHER2 . (a) Precursor N aillat (b) Precursor N formant complex amb el precursor C M:
Marcadors de massa molecular.

Estudi de la reaccié de trans-splicing

Amb I'objectiu de trobar alguna condicid en la qual s’observés el producte de trans-splicing,
H6GB1(wt)-(TDS)ZHER2, la reaccié catalitzada pels precursors: H6GB1(wt)-NegN i NeqC-
(TDS)ZHER?2 es va estudiar en un rang de pH entre 3.5 9.0. Per I'analisi de les reaccions per SDS-
PAGE es va utilitzar el protocol descrit anteriorment per evitar I’heterogeneitat de bandes
observada en el precursor N i la NegN.

En la Figura 4.16 es representa de manera esquematica la reaccio de trans-splicing estudiada,

aixi com les reaccions secundaries no desitjades d’hidrolisi.
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H6GB1(wt)-NegN (20846.2 Da) NeqC-(TDS)ZHER2 (10980.5 Da)

-D—{ GB1 ]—[ NegN |NeqCHZHER2]-
wt TD

Hé Hidrolisi C-terminal

H6GB1(wt) (9387.2Da) Wigralisi N-terminal \ (TDS)-ZHER2 (7483.4) Da)

. e ol ) ! e e )

H6GB1(wt-TDS)ZHER2 (16852.7 Da)

R

NeqgN (11477 Da)

Figura 4.16. Esquema de la reaccio de trans-splicing i de les reaccions secundaries del
precursor N, H6GBI1(wt)NeqgN, i el precursor C, NeqC-(TDS)ZHER2. En aquest esquema es
representen les diferents espéecies que es poden generar durant la reaccid amb les seves masses
moleculars. En groc es troben emmarcades les molecules que es poden detectar per anticossos Anti-His.

Per dur a terme |'assaig, es va preparar una solucié del complex NeqN/NeqC préviament
purificat a una concentracid final de 20 uM a cada un dels pHs. Per als pHs entre 3.5-6.0 es va
utilitzar una solucié amortidora 50 mM tampd citrat, 50 mM NacCl, el pH de la qual es va ajustar
barrejant diferents volums d’una solucié 0.1M d’acid citric monohidratat amb una 0.1M de citrat
trisodic dihidratat [162]; i per als pHs entre 7.0 9.0 es va utilitzar una solucié amortidora 50 mM
Tris-HCI, 50 mM NaCl, ajustant el pH amb acid clorhidric. Cada una de les solucions es va incubar
durant 24 hores a 70°C. Es va escollir incubar les mostres a 70°C, ja que era la temperatura a la
qual s’ha observat la inteina més activa (Apartat 4.1.2 de Resultats i Discussid). En aquest cas es
van agafar dues aliquotes una a temps 0 i una altra a les 24 hores d’incubacid, les quals es van

analitzar per SDS-PAGE?.

1 per I'analisi per SDS-PAGE les mostres es van preparar utilitzant el protocol descrit en la pagina 96.
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Figura 4.17. Analisi per SDS-PAGE de la reaccio de trans-splicing in vitro a 70°C catalitzada
pels precursors: H6GB1(wt)-NeqgN i NeqC-(TDS)ZHER2 en un rang de pH entre 3.5 i 9.0. (a)
Rang pH 3.5 a 6.0; (b) Rang de pH: 7.0 a 9.0. M: Marcadors de massa molecular.

Els resultats (Figura 4.17) mostren que després d’incubar els dos precursors durant 24 a 70°C en
un rang de pHs entre 4.5 i 8.0 apareixen tres bandes: una banda amb una mobilitat
electroforetica entre els marcadors de massa molecular de 20 i 15 kDa, la qual podria ser el
producte de splicing, H6GB1(wt)-(TDS)ZHER2; una altra banda just per sota del precursor C,
segurament es tracti de la hidrolisi de I'extrem C-terminal, (TD)ZHERZ2; i la tercera banda en el
limit inferior del gel, amb una mobilitat electroforética molt per sota del marcador de massa
molecular de 10 kDa, seria la inteina C. La formacié del producte de trans-splicing es va
confirmar per Western-Blot utilitzant anticossos Anti-His (Annex C).

Aquests resultats mostren que amb la introduccié dels set residus natius en la regié C-terminal
de I'exteina N, s’aconsegueix que la inteina Neq pol catalitzi la reaccié de trans-splicing de
manera coordinada, obtenint d’aquesta manera el producte final d’aquesta reaccid, el que
indica que aquests residus juguen un paper clau en la reaccié de trans-splicing. De fet si
s’observa I'estructura cristal-lografica del complex NegN/NeqC (50xz) s’observa que aquests
residus estableixen interaccions especifiques amb residus de la NeqC i de I'exteina C,
probablement contribuint a la correcta orientacio del centre catalitic de la inteina.

Aquesta reaccid de trans-splicing esta lluny de considerar-se eficient, ja que la cinética de
reaccio és lenta i la quantitat de producte obtingut és molt baix en tots els casos, el que suggereix
gue la inteina Neq pol és molt restrictiva a canvis d’exteines. D’altra banda, aquests resultats
indiguen que la reaccid de trans-splicing es déna en un ampli rang de pH, entre 4.5 8.0, obtenint
el rendiment més gran a pH 7.0. El rang de pH en el qual es déna la reaccié de trans-splicing amb
exteines exogenes és diferent del rang en el qual es dona la reaccié en un context endogen (rang
de pH entre 6.0 i 9.0) [68]. Aquesta diferéncia segurament ve definida pel diferent pl de les

exteines. Finament, cal ressaltar que amb la introduccid dels residus natius de I'exteina N en la
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regié adjacent a la Ser1 en cap dels pH s’observa hidrolisi de I’extrem N-terminal i la ciclacid de
la cadena lateral de I’Asn s’ha reduit molt.

Per tal d’estudiar I'efecte de la temperatura sobre la reaccid de trans-splicing catalitzada per
aquests precursors es va preparar una solucié del complex NegN/NeqC préviament purificat a
una concentracio final de 20 uM amb 20 mM Tris-HCl a pH 7.0, 50 mM NaCl. Aquesta solucio es
va fraccionar en diferents aliquotes cada una de les quals es va incubar a una temperatura
durant 24 h. Per I'analisi de la reaccié es van agafar mostres a diferents temps i es van analitzar

per SDS-PAGEZ.
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Figura 4.18. Analisi per SDS-PAGE de la reaccid de trans-splicing in vitro catalitzada pels
precursors: H6GB1(wt)-NegN i NeqC-(TDS)ZHER2 en un rang de temperatures entre els 40°C
i 70°C. (a) 70°C; (b) ) 60°C; (c) 50°C; (d) 40°C. M: Marcadors de massa molecular.

2 per I'analisi per SDS-PAGE les mostres es van preparar utilitzant el protocol descrit en la pagina 96



Els resultats obtinguts Figura 4.18 mostren que efectivament la reaccid de trans-splicing
catalitzada per la Neq pol es troba regulada per la temperatura, ja que no només s’observa el

producte d’aquesta a temperatures per sobre dels 50°C.

4.1.4. Efecte de la Serl en la reaccié de trans-splicing catalitzada pels precursors

H6GB1(wt)-NegN i NeqC-(TDS)ZHER2

En la introduccié d’aquesta tesi s’ha vist que la majoria de les inteines descrites fins ara tenen
en la posicid 1 una Cys. Per tal d’estudiar I'efecte que té la mutacio Ser1Cys sobre la reaccié de
trans-splicing, es van utilitzar els precursors descrits anteriorment, precursor N: H6GB1(wt)-
NegN i NeqC-(TDS)ZHER2, perd en aquest cas amb una Cys en la posicid 1 Aquests precursors
van ser coexpressats i copurificats seguint el mateix protocol que en I'apartat anterior, I'nica
diferencia és que el tampé de carrega contenia un 2% BME. La incorporacio de I'agent reductor
en el tampd de carrega és per tal de prevenir la formacié d’estructures oligomériques d’elevada
massa molecular durant la coexpressio dels precursors a causa de I'establiment de ponts disulfur
entre les Cys1 del precursor N (Annex A).

Per la reaccié de trans-splicing es va preparar una solucié dels precursors coexpressats i
purificats a una concentracio final de 20 UM amb 20 mM Tris-HCl a pH 7.0 i 50 mM NaCl. Aquesta
solucio es va incubar durant 24 hores a 70°C. Pel seguiment de la reaccié es van agafar aliquotes
a diferents temps, les quals es van analitzar per 12% SDS-PAGE?. Paral-lelament, i com a control,
es va utilitzar una solucio dels precursors coexpressa i purificats, on el precursor N presentava
la Ser salvatge en posicié 1. Com a control addicional i per a demostrar que realment el precursor
N, H6GB1(wt)-NegN(S1C), en absencia del precursor C no és capag de catalitzar la reaccid de
desplacament del grup acil N/O, s’incuba sota les mateixes condicions que el complex, una
solucié de H6GB1(wt)-NeqN(S1C) a una concentracié 10 uM.

Les masses moleculars tant dels precursors com dels possibles productes de la reaccié

s’'indiquen en la Taula 4.4.

3 per I'analisi per SDS-PAGE les mostres es van preparar utilitzant el protocol descrit en la pagina 96
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Taula 4.4. Masses moleculars dels productes obtinguts en la reaccio de trans-splicing catalitzada
pel precursor N, H6GB1(wt)-NegN (S1C), i pel precursor C, NeqC-(TDS)ZHER2. * espécies que es
poden detectar amb anticossos Anti-His.

Espécie Massa molecular (Da)
Precursor N (S1C)* 20862.2
Precursor C 10980.5
Producte Splicing* 16852.7
NeqN (S1C) 11493.0
NeqC 3515.1
H6GB1(wt)-* 9387.2
-(TDS)ZHER2 7483.4
a b
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Figura 4.19. Analisi per SDS-PAGE de la reaccio de trans-splicing catalitzada pel complex
format in vivo H6GB1(wt)-NegN(S1C)/NeqC-(TDS)ZHER2 i estudi de I’estabilitzat del precursor
N, H6GB1(wt)-NegN(S1C) a pH 7.0 i 70°C. (a) Reaccié del complex H6GB1(wt)-NegN(S1C)/NeqC-
(TDS)ZHERZ2; (b) Reaccié del complex H6GB1(wt)-NegN(S1)/NeqC-(TDS)ZHER2. (c) Estabilitat del precursor
N, H6GB1(wt)-NegN(S1C). M: Marcadors de massa molecular.

Els resultats obtinguts (Figura 4.19) indiquen que la mutacié Ser1Cys fa que la reaccié de trans-
splicing sigui més eficient, ja que tant la cinética com el rendiment de la reaccié son superiors.
De fet sembla que la reaccio arriba al seu maxim a les 3 hores, probablement a conseqiiencia de
que el precursor C s’exhaureix (Figura 4.19-a). En aquesta reaccid a diferencia de la reaccio
catalitzada pel precursor N amb la Serl (Figura 4.19-b), s’observa que per sota del producte de
trans-splicing apareix una altra banda de menor intensitat al llarg del temps, que probablement

es tracta del producte d’hidrolisi de I'extrem N-terminal, H6GB1(wt). D’altra banda, s’observa
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que el precursor N amb la mutacio Cys1Ser a 70°C durant 24 hores es manté estable en abséncia
del precursor C tot i presentar la Cys1 (Figura 4.19-c), la qual cosa indica que no es duu a terme
la primera etapa de desplacament N/C acil del procés de splicing.

Finalment, per a veure I'efecte de la temperatura sobre la reaccié de trans-splicing catalitzada
pel complex amb la mutacid Ser1Cys, es va preparar dues solucions a una concentracio final de
20 uM amb 20 mM Tris-HCl a pH 7.0 i 50 mM NacCl, cada una de les solucions es van incubar 24
hores a 702C i 40°C. Per 'analisi de la reaccié es van extreure mostres a diferents temps i es van

analitzar per SDS-PAGE®,
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Figura 4.20. Analisi per SDS-PAGE de la reaccid de trans-splicing catalitzada pel complex
format in vivo H6GB1(wt)-NeqN(51C)/NeqC-(TDS)ZHER2 a pH 7.0 i temperatures de 70°C i
40°C. (a) 70°C; (b) 40°C. M: Marcadors de massa molecular.

En els resultats mostrats a la Figura 4.20 s’observa que la reaccio de trans-splicing es produeix a
temperatures per sota dels 50°C, tot i que amb un baix rendiment i amb una velocitat més baixa.
Un factor que influeix en la diferent reactivitat observada entre la Cys i la Ser podria venir
definida pels pKas dels grups tiol (8,5) i hidroxil (13) de les cadenes laterals d’aquests residus.
Tot plegat, suggereix que la Ser en posicio 1 és un element clau en la regulacié per temperatura
de la reaccié de trans-splicing catalitzada per la inteina Neq pol pero no I'lnic, ja que si no

s’esperaria obtenir un patré de bandes similar a I'obtingut amb I’analisi de la reaccié a 70°C.

4 Per I'analisi per SDS-PAGE les mostres es van preparar utilitzant el protocol descrit en la pagina 96
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4.2. Caracteritzacid de la inteina N de N.equitans, NeqN

Expressio i purificacio de la NegN

Per a la caracteritzacié fisicoquimica del fragment N-terminal de la inteina partida Neq pol,
NeqgN, es van optimitzar els protocols de produccié i purificacié d’aquesta proteina. En material
i métodes es descriuen amb més detall les construccions exposades a continuacid. En un primer
intent, el gen que codifica per la NegN es va clonar en el plasmidi pET-21-a(+) amb els enzims
de restricciéo BamHI i Hindlll, obtenint T7-NeqN. Com es pot observar a la Figura 4.21 la T7-NeqN
s’expressa a 37°C com una proteina soluble. La realitzacié d’un xoc termic a elevades
temperatures després del lisat cel-lular és un pas bastant habitual en protocols de purificacio de
proteines termofiles, ja que amb aquest pas precipiten un gran nombre de proteines i la proteina
d’estudi es manté en la fraccio soluble [163], [164]. Després de sotmetre durant 10 minuts la
fraccio soluble a 50°C i a 70°C s’observa, com és d’esperar, que la T7-NegN es manté soluble en
totes dues condicions, obtenint un grau de puresa superior en el tractament a 70°C (Figura 4.21).
Per tal d’aconseguir un grau de puresa superior es va realitzar una cromatografia de bescanvi
anionic a pH 8.0. Tot i treballar a pHs molt llunyans al pl teoric, pl=5.9, la NeqN s’unia débilment
i inespecificament a la columna, com a conseqtiéncia les punxades no eren reproduibles i el grau
de puresa obtingut era baix (Figura 4.22)
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Figura 4.21. Analisi per SDS-PAGE de solubilitat de la T7-NegN (12770.4 Da) expressada a
37°C. (1) Marcadors de massa molecular. (2) Extracte cel-lular després de 5 hores de la induccié amb 0.5
mM IPTG. (3) Fraccid soluble després de la lisi cel-lular. (4) Fraccid insoluble després de la lisi cel-lular.
Analisi del xoc térmic realitzat durant 10 minuts a 50°C (5) Fraccio soluble. (6) Fraccié insoluble. Analisi del

xoc térmic realitzat durant 10 minuts a 70°C (7) Fraccio soluble (8) Fraccié insoluble. El tamp® utilitzat per
a realitzar aquest assaig és: 20 mM fosfat, 0.5 M NaCl, a pH 8.0.
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Figura 4.22. Purificacio per cromatografia de bescanvi anionic de la construccio T7-NegN.
Per dur a terme aquesta purificacié es van utilitzar columnes HiTrap® Q HP (GE Healthcare) equilibrades
préviament amb 20 mM fosfat, ImM EDTA, a pH 8.0. La fraccié soluble després del xoc termic a 70°C es va
dialitzar enfront de 20 mM tampd fosfat, 1 mM EDTA a pH 8.0, es va filtrar i es va injectar a la FPLC. Per a
I’elucié de la proteina es va realitzar un gradient lineal de 0 a 600 mM NaCl en 30 minuts. (a-b) Perfils
d’absorbancia a 280 nm obtinguts de dues punxades de T7-NeqgN diferents realitzades en les mateixes
condicions on es pot observar la manca de reproductibilitat.

Per intentar facilitar el procés de purificacid, la NeqN es va expressar com una proteina de fusid
juntament amb la proteina Trx en el seu extrem N-terminal, seguida d’una cua d’histidines (H6),
de la diana de la proteasa del virus del mosaic del tabac (TEV) i una regié connectora de 13
residus, la qual incorpora la sequéncia per I'epitop T7. La cua d’histidines permet purificar la
proteina per cromatografia d’afinitat Ni-NTA i la diana TEV permet eliminar facilment la Trx i la
H6, les quals podrien interferir en estudis fisicoquimics. Per aconseguir aquesta construccio, el
gen de la NegN es va subclonar en el vector pPBADM-20. La T7-NeqgN es va purificar a partir de la
fraccio soluble, seguint el protocol descrit en Material i Metodes. En aquest protocol i de manera
resumida es va realitzar una primera purificacié del precursor, TrxH6TEVT7-NegN, mitjancant
una cromatografia d’afinitat Ni-NTA, seguida de la digestid per la proteasa TEV, i finalment, una
segona cromatografia d’afinitat Ni-NTA on s’esperava separar la T7-NeqN del material no
desitjat. Com es pot observar en el gel d’acrilamida no es va obtenir un grau de puresa
suficientment alt de la T7-NeqgN, ja que tant la Trx com el material de partida coeluien amb

aquesta (Figura 4.23).
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Figura 4.23. Analisi per SDS-PAGE del procés de purificacio de la T7-NegN per
cromatografia d’afinitat Ni-NTA. (a) Analisi de la solubilitat de TrxH6TEVT7-NegN 27149.7 Da)
expressada a 37°Ci seguiment de la primera cromatografia d’afinitat Ni-NTA, per la qual es va utilitzar una
columna HisTrap™ FF FPLC column, GE Healthcare, Chicago, ILL, USA. Les proteines es van separar amb un
gradient de 5-250 mM d’imidazol en 30 minuts (tampd A: 20 mM tampé fosfat, 500 mM NaCl, 5 mM
imidazol a pH 7.2; Tampd B: 20 mM tamp6 fosfat, 500 mM NaCl, 250 mM imidazol a pH 7.2). (1) Marcadors
de massa molecular. (2) Extracte cel-lular després de 5 hores de la induccié amb 0.2% L-Arabinosa. (3)
Fraccid soluble. (4) Fraccid insoluble. (5) Traves. (6) Elucié. (b) Seguiment de la cromatografia d’afinitat Ni-
NTA realitzada a pressid atmosférica després de la digesti6 amb la proteasa TEV. Per aquesta
cromatografia s’utilitza la resina Ni-NTA equilibrada amb 20 mM tampd fosfat, 500 mM NaCl, 20 mM
imidazol a pH 8.0. L'elucid del precursor no digerit i de la TrxH6TEV es realitza rentant la columna amb 20
mM tampé fosfat, 500 mM NacCl, 250 mM imidazol a pH 8.0 (1) Elucid. (2) Rentat. (3) Traves. (4) Marcadors
de massa molecular.

Atés que no es va obtenir el grau de puresa desitjat, es va optar per expressar la NegN com una
proteina de fusid, perd en aquest cas sense la Trx. Per a obtenir aquesta construccidé es va
subclonar el gen que codifica per H6TEVT7-NeqN del plasmidi pPBADM?20 al vector d’expressio
pET-22b(+). Com s’ha comentat anteriorment en la introduccié d’aquesta tesi sén nombroses
les evidencies que demostren que els residus que es troben a la vora dels llocs d’unié exteina-
inteina tenen un paper important en I'activitat de les inteines [33]—[37]. Per aquesta rad es van
introduir 7 residus de I'exteina N salvatge en la regié flanquejant a la Serl. Per aconseguir la
NegN amb un elevat grau de puresa i sense la cua d’histidines, es va millorar el protocol de
purificacié de la T7-NeqN a partir del precursor TrxH6TEVT7-NeqN. De manera resumida, la
millora en el protocol de purificacié de la NegN va consistir a augmentar el grau de puresa de la
proteina i el seu rendiment. Per augmentar el grau de puresa es van modificar diferents punts
del protocol: 1- augmentar la concentracié inicial d’imidazol en la solucié de resuspensié ,
disminuint d’aquesta manera interaccions inespecifiques; 2- disminuir la velocitat del gradient
de la cromatografia d’afinitat Ni-NTA; 3- Disminuir la concentracié de sals en el tampé de
purificacié per evitar I'elucié de part del precursor no digerit o de H6-TEV. Per tal de millorar el

rendiment, es va optimitzar la digestio per part de la proteasa TEV, afegint una petita
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concentracié de NaCl la qual reduia la precipitacié de la proteina. D’acord amb I'analisi
efectuada per espectrometria de masses MALDI-TOF i SDS-PAGE, després de realitzar aquest

protocol s’obtenia NeqN pura (Annex E).

4.2.1. Caracteritzacid fisicoquimica de la NegqN

Com ja s’ha comentat en la introduccié d’aquesta tesi, actualment, en el pdb només es troben
estructures tridimensionals de les inteines partides Ssp DnaE i Npu DnaE, i com que els
fragments Iy i Ic aillats no presenten estructura terciaria [57], [77] no hi ha cap estructura
d’aquests fragments per separat

Partint de quée la NegN no presenta cap homologia de seqiiencia amb la inteina SspN i la NpuN
(Figura 4.24) i que les proteines hipertermofiliques acostumen a presentar un nivell de
compactacié superior a les seves homologues mesofiliques, es va plantejar la possibilitat de

resoldre I'estructura de la subunitat N aillada.

NegN  SI-MDTEIEVIENGIKKKEKLSD------ LFN- - - -KYYAGFOIGEKHYAFPPDLYVYDGERWVKVYSIIKHETE
SspN  CLSFGTEILTVEYGPLPIGKIVSEEINCSVYSVDPEGRVYTOAIAOWHDRGEOEVLEYELEDGSVIRATSDHRFL
a NpuN  CLSYETEILTVEYGLLPIGKIVEKRIECTVYSVDNNGNIYTQPVAQWHDRGEQEVFEYCLEDGSLIRATKDHKFM
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Figura 4.24. Alineament de les seqiiéncies de les inteines partides Neq pol, SspDnaE i Npu
DnaE. (a) Alineament del fragment N-terminal. (b) Alineament del fragment C-terminal.

En primer lloc, la inteina NeqN es va caracteritzar exhaustivament amb diferents metodes
bioinformatics i fisicoquimics.

A continuacio, es mostra la seqtiencia FASTA de la construccié NegN utilitzada per a dur a terme
aquest estudi (Figura 4.25). En vermell s’indica la seqliéncia corresponent a la NegN, en taronja
els aminoacids salvatges de I'exteina N, en verd la part residual de la seqiiencia de I'epitop T7 i

en negre els dos residus que queden després de la digestié amb la proteasa TEV.

104



Resultats i Discussio

>NeqN

GAMASGSFKVIYGDSIMDTEIEVIENGIKKKEKLSDLFNKYYAGFQIGEKHYAFPPDLYVYDGERWV
KVYSIIKHETETDLYEINGITLSANHLVLSKGNWVKAKEYENKNN
Figura 4.25. Seqiiencia polipeptidica de la construccio NegN. La NegN (vermell) en el seu

extrem N-terminal presenta 7 residus natius de I'exteina N de N.equitans (taronja) i set residus més
residuals producte del clonatge.

Estudi in silico de la NegN

Per analitzar in silico la probabilitat de qué la NegN es comportés com una IDP es van utilitzar
una série d’algoritmes predictius. Per a validar els metodes de prediccié es va creure adient
analitzar simultaniament la inteina NpuN, perqué existeixen evidéncies experimentals que
demostren que no presenta un plegament ben definit [57].

En primer lloc, es va estudiar la composicié aminoacidica de la NeqN (Figura 4.26-a). Es coneix
que les IDPs tenen una composicié d’aminoacids caracteristica, contenen més residus que
promouen el desordre (Lys, Ser, Asp, Pro i GIn), que no pas residus que promouen I'ordre (Cys,
Trp, lle, Tyr, Fhe, Leu, His, Val, Asn i Met) [165]. La comparacié de la composicié aminoacidica
de la NeqN amb la base de dades Disprot 3.4 indica que la NeqN no pertany al grup de proteines
desestructurades. D’altra banda, com s’observa en la Figura 4.26-b la corba de la funcid de
distribucié acumulada (CDF) obtinguda per la NeqN mostra que aquesta es troba en el rang de
proteines ordenades. Per ultim, el grafic de carrega-hidrofobicitat (Figura 4.26-c), on es
representa la hidrofobicitat normalitzada Kyte-Doolittle enfront de la carrega neta mitjana per
a classificar les proteines en ordenades o desordenades, també localitza la NegN com una

proteina ordenada.
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Figura 4.26. Analisi bioinformatica de la NeqN i comparacié amb la NpuN. (a) Comparacio de
la composicié d’aminoacids de la NeqN (Barres vermelles), NpuN (barres verdes) i Disprot 3.4 (Barres
blaves) amb el banc de dades PDB_Select_25 utilitzant Composition Profile. Els valors de cada aminoacid
segueixen |'escala de flexibilitat Vihinen'’s, els valors positius indiquen enriquiment respecte a la base de
dades PDB_Select_25, en canvi, els valors negatius indiquen una disminucid. (b) Analisi de la funcié de
distribucié acumulada (CDF). La linia negra indica el limit entre proteines plegades (part de dalt) i
desplegades (part de sota). Tant la NegN (linia vermella) com la NpuN (linia blava) es troben en la regié
plegada.(c) Grafic de carrega-hidrofobicitat on es representen la NegN (vermell) i la NpuN (blau). La linia
negra (<R>=2.785<H>-1.151) separa el grafic en dues regions, la part superior que correspon a les
proteines desordenades i la part inferior que correspon a les proteines ordenades.

Els resultats obtinguts sén prometedors, ja que tant la composicié d’aminoacids, com I'analisi
CDF i el grafic de carrega-hidrofobicitat, convergeixen en qué la NegN presenta estructura. Pero
si s’observen els resultats obtinguts per la NpuN, tot i que presenten petites diferéncies, es pot
veure que l'estudi in silico també prediu que aquesta es troba plegada, en canvi, com ja s’ha
comentat anteriorment els resultats experimentals demostren just el contrari.

Per a obtenir més informacié sobre I'estat de plegament de la NegN es va realitzar un estudi

fisicoquimic.
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Estudi de la solubilitat in vivo

Es coneix que 'estat plegat d’una proteina la protegeix de I'agregacio [166], i que en la majoria
dels casos la formacié d’agregats és dona a partir d’intermediaris parcialment o totalment
desplegats, els quals actuen com a nuclis d’agregacié [167]. Com a conseqliéncia, com a normal
general, la solubilitat d’'una proteina aporta informacié de I’estat natiu d’aquesta.

Com s’ha pogut veure anteriorment, en la purificacié del precursor H6TEV(wt)-NegN, aquest
s’expressa en E. coli com una proteina soluble, el que suggereix que probablement es troba
correctament plegat. Per demostrar que la solubilitat és un bon indicador del grau d’estructura,
es van comparar les solubilitats de H6TEV(wt)-NegN i de H6TEV-NpuN, després de la seva
expressio a 37°C (Figura 4.27). Com era d’esperar i amb concordancga amb els resultats obtinguts
per Muir i col-laboradors [57], la construcci6 H6TEV-NpuN sota les mateixes condicions
d’expressio que la HGTEV(wt)-NeqgN, es troba en la fraccié insoluble formant cossos d’inclusio.
En canvi, la construccié que conté la NegN es troba en la fraccid soluble. Aquest resultat

suggereix que la NegN es troba correctament plegada.
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Figura 4.27. Analisi per SDS-PAGE de la solubilitat de les construccions HETEV(wt)-NegN i
H6TEV-NpuN (14841.6 Da i 15258.15 Da, respectivament). Després de |’expressid a 37°C, les cél-lules es
lisen, per centrifugacid es separa la fraccié soluble de la insoluble (a) Estudi de solubilitat de H6TEV(wt)-
NeqgN. (1) Fraccid soluble; (2) Fraccid insoluble després de la lisi cel-lular (3) Marcadors de massa molecular.
(b) Estudi de solubilitat de HGTEV-NpuN. (1) Marcadors de massa molecular; (2) Fraccid soluble (3) Fraccio
insoluble després de la lisi cel-lular.
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Proteolisi limitada

La proteolisi limitada és un metode per a determinar la fraccié de proteines plegades i
desplegades sota unes determinades condicions. Aquest métode es basa principalment en la
diferent susceptibilitat de I'estat plegat i desplegat de les proteines a la proteolisi. Perque la
proteolisi sigui eficient es requereix que el substrat es trobi totalment o parcialment desplegat,
0 en una regio exposada a solvent. De manera que les proteines, en funcio del seu grau de
plegament tenen diferents susceptibilitats a la proteolisi [140].

Per estudiar mitjancant aquesta aproximacio, el grau de plegament de la NegN es va determinar
la seva resisténcia a la digestio per part de la proteinasa K sota condicions fisiologiques. Per a la
validacié de I'assaig es varen utilitzar controls interns: com a control negatiu, una proteina amb
una estructura ben definida i plegada com la variant de la ribonucleasa pancreatica humana
NLSPE5, i com a control positiu la NpuN la qual no presenta una estructura terciaria ben definida
[57]. En la Figura 4.28 es pot observar com tant la inteina NegN com NLSPE5 presenten una
resisténcia parcial a I'accid de la proteasa al llarg del temps. Al contrari, i com és d’esperar, la
inteina NpuN és totalment degradada. El patré de bandes obtingut després de la digestio de la
NegN suggereix que aquesta tot i tenir majoritariament una estructura ben definida presenta
una petita regié desestructurada, probablement als extrems. L’analisi per MALDI-TOF va
permetre estimar que la regié desplegada estava composada per 19 residus de I'extrem N-
terminal (14 residus de I'exteina i 5 de la inteina) i 21 residus de I'extrem C-terminal de la
construccié (Figura 4.29). La manca d’estructura de I'extrem N-terminal podria tenir un rol
important en els primers passos de la reaccid de trans-splicing, ja que confereix flexibilitat. Per
una altra banda, la falta d’estructura de I'extrem C-terminal dividiria la NegN en dues regions o
Iobuls, com en el cas de la NpuN [57]. En aquest cas, el lobul 2 desestructurat seria molt més
petit aproximadament un 20%, que en el cas de la NpuN, on la regié desestructurada

correspondria al 50% de la seqiiéncia.
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Figura 4.28. Analisi per SDS-PAGE de la resisténcia de la NegN a la digestié per part de la
proteinasa K. (a) Proteolisi de la NpuN (11856.4 Da) i de NLS-PE5 (15722.8 Da). (b) Cinética de la proteolisi
de NegN. M: Marcadors de massa molecular. 10 uM de substrat (NegN, NpuN o NLS_PE5) s’incuba amb 10
pg/ml de proteinasa K a temperatura ambient. Totes les mostres es van preparar amb 50 mM fosfat, 150
mM NaCl a pH 8.0.
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Figura 4.29. Analisi per MALDI-TOF de la digestio de la NegN. (a) Temps 0 (b) i 1 h de proteolisi
(c) Seqiiencia NeqN subratllat s’indica la regio resistent a la proteolisi.
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La proteolisi limitada, d’altra banda, també permet determinar de manera senzilla I'estabilitat
termodinamica de les proteines. Mitjancant electroforesi SDS-PAGE s’analitza la susceptibilitat
a la digesti6 proteolitica de la proteina a diferents concentracions d’urea.[140], [168].

Per a realitzar aquest metode diferents fraccions de la NegN pura es van deixar en presencia de
concentracions creixents d’urea a 25°C durant tota la nit, posteriorment es van digerir durant 1
hora amb proteinasa K. i van ser analitzades per 15% SDS-PAGE (Figura 4.30). Com a control
positiu es va utilitzar la proteina NLSPES5, la qual es va tractar de la mateixa manera que la mostra
problema, pero en aquest cas, només es va realitzar la proteolisi a la concentracié superior
d’urea, 4M. La presencia d’urea en el gel provoca eixamplament i difusié de les bandes de NeqgN,
impedint una quantificacié acurada i per tant, un calcul precis de la concentracié d’urea
necessaria per a tenir la meitat de les molécules desplegades (Cm). Malgrat aix0, en la Figura
4.30-a s’observa que el patrd de bandes obtingut després de la digestid és el mateix al llarg de
tot el rang d’urea assajat. Aquest resultat indica que la NegN presenta una gran part de la seva
seqliéncia correctament plegada, inaccessible a la proteasa, i resistent a la desnaturalitzacié en
preséncia de 4M urea. Aquesta resistencia a la desnaturalitzacio per agents caotropics és un tret

caracteristic de moltes proteines hipertermofiliques [120].
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Figura 4.30. Analisi per SDS-PAGE in vitro de I’estabilitat conformacional de la inteina
partida NegN mitjancant proteolisi limitada. La NegN pura va ser equilibrada tota la nit amb
diferents concentracions d’urea (rang de 0 M a 4 M d’urea) i posteriorment digerida amb proteinasa K. La
mostra (-) es tracta de la proteina d’estudi en absencia d’urea i sense proteinasa K. La proteina NLSPES5 es
van utilitzar com a control. (a) Proteolisi limitada de la NeqN. (b) Proteolisi limitada de NLSPES5.
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Determinacio de I’estabilitat térmica

En un primer intent de determinar I'estabilitat termica de la construccié NegN es varen registrar
les corbes de desnaturalitzacid térmica a pH 7.0 i pH 4.5 mesurant el canvi d’absorbancia a 280
nm. En cap de les dues condicions s’observa una transicié entre I'estat plegat i el desplegat
(Figura 4.31). La qual cosa suggereix, tenint en compte els resultats obtinguts, que per
desnaturalitzar la NegqN s’ha d’incubar a temperatures per sobre dels 86°C, que és la

temperatura maxima que es podia assolir amb el bany.
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Figura 4.31. Corbes normalitzades de desplegament (e) i replegament (o) per temperatura
de la NegN a diferents pHs. (a) Corbes realitzades pH 7.0 (b) Corbes realitzades a pH 4.5. Els espectres
es van obtenir en un rang de temperatures entre 20-80°C amb increments de 2°C per a les corbes de
desnaturalitzacié i amb decrements de 5°C per a obtenir les corbes de replegament. La concentracié de
proteina en cada assaig és de 20 uM. Per a realitzar I'estudi d’estabilitat a pH 7.0 es va utilitzar 20 mM
fosfat, 50 mM NaCl a pH 7.0 i 50 mM citrat, 50 mM NaCl a pH 4.5 per a |’estudi a pH 4.5.

Com a conseqiiencia, es va optar per estudiar |'estabilitat termica per Calorimetria diferencial
d’escombrat (DSC). Aquesta técnica permet escalfar una solucié aquosa de manera gradual i
treballar a temperatures per sobre del punt d’ebullicié de I'H,O (>100°C). El termograma
obtingut (Figura 4.32) mostra que NeqN presenta un desplegament induit per temperatura
irreversible a pH 8.0, de manera que no es poden calcular els parametres termodinamics, AH,

AS i AG, en canvi, pero si que es pot estimar la Tm que es trobaria al voltant de 105°C.
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Figura 4.32. Termograma obtingut per DSC del procés de desnaturalitzacié de la NegN.
Experiments realitzats a una concentracio de 26 uM de proteina amb 20 mM tamp¢ fosfat, 150 mM NaCl,
1 mM EDTA a pH 8.0 a una velocitat d’escombrat de 1.5°C/min. Linia vermella: traca del primer
escalfament; Linia blava: traca del segon escalfament.

Caracteritzacio per dicroisme circular (CD)

En la Figura 4.33-a es mostra |'espectre de dicroisme circular (CD) obtingut de la NeqN en la
regié de I'UV-llunya (190-250 nm). Amb la concentracié de proteina utilitzada per a realitzar
I'assaig el senyal de I'instrument es saturava a longituds d’ona curtes. Com a conseqiencia, el
senyal de CD només es va poder mesurar fins a 200 nm. Les helixs o tenen un espectre de CD
molt caracteristic en la regid de I'UV llunya, constituit per un doble minim a 222 nm i a 208-210
nm i un maxim més intens a 191-193 nm. Les estructures tipus  solen presentar un Unic pic
negatiu i un Unic pic positiu amb intensitats inferiors que les helixs a. EI minim es troba
normalment entre 210 i 225 nm i el pic positiu, més intens que el negatiu, es troba entre 190 i
200 nm. Les proteines sense estructura, normalment, presenten una forta banda negativa a
prop de 200 nm. Tot i ser incomplet I'espectre de I’'UV-llunya obtingut mostra que la inteina
NeqgN es troba correctament plegada. En I'espectre obtingut (Figura 4.33-a) s’observa un minim
d’el-lipticitat entre 220 nm i 200 nm caracteristic de proteines que contenen estructura 8, a i
una part desordenada. Amb I'espectre obtingut en la regio del llunya i utilitzant I'algoritme K2D
[169], [170] es va poder estimar el contingut d’estructura secundaria de la NegN, 21% d’helix
a, un 33% en beta i un 46% en random coil. Un tret caracteristic d’aquest espectre és la banda
positiva que s’observa a unaA~230 nm, la qual és caracteristica de proteines que presenten els
aminoacids aromatics en un ambient ordenat [171].

Els espectres CD en la regid de I'UV-proper (250-350 nm), sén sensibles a canvis en estructura
terciaria. A aquestes longituds d’ona els cromofors sén els aminoacids aromatics i els enllagos

disulfurs quan es troben immobilitzats en un entorn estructural asimetric, normalment I’estat
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natiu de les proteines. El Trp presenta una banda d’absorcié molt intensa a 282 nm, la qual pot
desplacar-se cap al vermell a causa de la formacio d’un pont d’hidrogen en el qual participa el
grup NH del grup indol. En la Figura 4.33-b, es mostra |'espectre de CD en la regi6 del proper
obtingut per la NeqN. En aquest, es mostra una banda positiva molt intensa propera als 300 nm,
qgue indica que la NegqN presenta una estructura nativa compacta on almenys un dels dos

triptofans es troba en un ambient ordenat probablement establint ponts d’hidrogen.
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Figura 4.33.Espectres de CD de la proteina NegN. (a) Espectre de CD en la regié del llunya (200-
250 nm) obtingut a partir d’una solucié de proteina a una concentracio final de 125 uM. (b) Espectre enla
regié del proper (250-300 nm), utilitzant una solucié preparada a una concentracio de 18 uM de proteina.
En tots els casos la proteina ha esta dissolta amb 20 mM tampd fosfat, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA a pH
8.0.

Unid a ANS

L’ANS s’utilitza per a detectar regions hidrofobiques exposades en I’estat natiu de les proteines
o en intermediaris de plegament, ja que el grup no polar anilino-naftale del ANS s’uneix a les
regions hidrofobiques exposades al solvent [172], [173]. Per estudiar la unié de I’ANS ala NegN,
es va preparar una solucié d’aquesta a una concentracio final de 25 uM amb 50 mM tampd
fosfat, 50 Mm NaCl a pH 7.0. Com a control positiu es va utilitzar I’ApopAPro, la qual s’ha
demostrat que uneix ANS a causa de |'exposicié de regions hidrofobiques a solvent [142]-[144].
Com es pot observar en la Figura 4.34, I'espectre d’emissio de la NegN és el mateix que el de

I’ANS lliure, la qual cosa indica que la NeqN no exposa regions hidrofobiques al solvent.
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Figura 4.34. Espectre d’unio a ANS de la NegN. En negre s’indica I’espectre obtingut de I’ANS lliure;
en vermell I'espectre obtingut de la NegN + ANSi en blau l’espectre de I’ApopAPro + ANS (Control positiu).

SEC i ultracentrifugacio analitica

La NegN pura s’elueix, com un Unic pic en una columna de cromatografia d’exclusié molecular
Sephadex-75 HR-10/30, amb un volum d’elucié (Ve) que varia entre 10-11.7 ml en funcié de la
concentracié de proteina (Figura 4.35). Existeix una relacid proporcionalment inversa entre la
concentracié de proteina i el volum d’elucié, és a dir a concentracions més altes de proteina el
volum d’elucié és més petit, i a I'inrevés. Aquesta variacié del volum d’elucié en funcid de la
concentracié de proteina, suggereix que la NeqN interacciona de manera especifica i dinamica

amb ella mateixa donant lloc a espeécies oligomeériques.
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Figura 4.35. Caracteritzacio de la NegN per cromatografia d’exclusié molecular (SEC).
Sobreposicid dels diferents perfils d’absorbancia a 280 nm obtinguts de I'analisi per SEC de la NegN a
diferents concentracions: 168 uM, 62 uM i 13 uM. Els diferents perfils es representen en blau, verd i
vermell respectivament.
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Per determinar la naturalesa del pic corresponent a una solucié de NeqN preparada amb 20 mM
tampo Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA a una concentracié de 325 uM (concentracio
aproximada utilitzada posteriorment per a I'obtencio de cristalls), es va estimar la seva massa
molecular per SEC (Figura 4.36-a). Després de calibrar la columna de cromatografia d’exclusié
molecular Sephadex-75 HR-10/30 amb diferents proteines globulars de massa molecular
coneguda, es va observar que un volum d’elucié d’aproximadament 10 ml corresponia a una
massa molecular estimada de 28700 Da (Annex F). Paral-lelament, la massa molecular de la
NegN a una concentracié de 182 uM (2.34 mg/ml) es va determinar per ultracentrifugacié
analitica. En la Figura 4.36-b es mostra el perfil de sedimentacié obtingut on es veu un pic
majoritari amb un coeficient de sedimentacio corregit a aigua i a 20°C (520,w) de 2.41 S i una
altra espécie minoritaria que sedimenta a 4.37S. Les masses moleculars estimades sén 27700
Da per a I'espécie principal i 67700 Da per la segona.

Les dues técniques convergeixen en que la massa molecular estimada per una solucié de NegN
és d’uns 28000Da aproximadament, aquesta massa s’ajusta a la massa teorica calculada per un
dimer format per dues molécules de NegN (12861.5 Da). S’ha de tenir en compte que per a fer
els calculs per a obtenir la massa molecular experimental, aquestes técniques assumeixen que
la NegN és una proteina globular. Probablement, la NegN, com tots els membres de la familia
d’inteines, presentara un plegament en ferradura majoritariament format per cadenes &3, el qual
no és tant compacte com una proteina globular, i per tant, té un radi més gran, el que pot donar

lloc a una sobreestimacio la massa real de la inteina NeqN.

115



mAY 2029 124 2198 (S, 241)

1500

0.8+

06+

1000

Absorbancia

0.4
500 0.2 4
398S (S, 437

0.0+

.0 1 | won | ng po A
| S—————

0.0 100 200 00 ©.0

Radio

Figura 4.36. Determinacio experimental de la massa molecular de la NegN. (a) Analisi per SEC
de la inteina N, NegN (linia blava), de la inteina C, NeqC29 (linia rosa) i del complex (linia vermella). La
NegN (12861.5 Da) tot i tenir una massa molecular més petit que el complex (19001.3 Da) presenta un
temps d’elucid, Te, inferior (Te= 20.3 min) Aquest temps d’elucid correspon a un massa molecular de 28700
Da. Per estimar la massa molecular la columna ha estat previament calibrada amb proteines globulars de
massa molecular coneguda. (b) Dades de I'equilibri de sedimentacié amb una corba ajustada per a la
solucié de NegN a una concentracié de 182 uM a 45000 rpm i a 20°C. La massa molecular estimada de la
NegN és de 27700 Da per I'especie majoritaria.

Fins aqui, totes les técniques emprades per a la caracteritzacio fisicoquimica de la NegN
indiquen que, a diferéncia de la NpuN, es troba correctament plegada. Per una altra banda, els
resultats obtinguts per SEC i ultracentrifugacié assenyalen que la NeqN aillada a elevades
concentracions es troba majoritariament en un estat dimeric, I'equilibri del qual es troba
fortament influenciat per la concentracié de proteina. Assumint que la NeqN en solucio es troba
en equilibri entre dos estats, monomeéric i dimeric, la Tm calculada a una concentracié de 26 M,
correspondria a la temperatura mitjana de desplegament mesurada en una solucid heterogénia,
monomer-dimer. Com s’ha dit abans, I'equilibri entre les dues poblacions esta fortament
influenciat per la concentracié de proteina, de manera que a més concentracié de proteina més
dimer. En la Figura 4.37, es mostren els termogrames obtinguts per DSC a concentracions
creixents de NegN. En el cas que el dimer estabilitzés la NeqgN, seria d’esperar que a
concentracions més elevades de proteina, la transicié de I'estat plegat al desplegat es desplacés
cap a temperatures més altes. Els termogrames obtinguts mostren que la transicié entre I’estat

plegat i desplegat, la Tm, no es veu afectada per I'increment de concentracio, la qual cosa indica,

que el dimer no estabilitza I'estructura de la NegN.
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Figura 4.37. Estudi de I’efecte de la concentracio en la transicio de I’estat plegat-desplegat
de la NeqgN per DSC. Totes les concentracions es varen preparar amb 20 mM tampd fosfat, 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA a pH 8.0. Termograma blau: 26 uM; Termograma verd: 54 uM; Termograma rosa: 140
uM.

4.2.2. Resolucio de I’estructura tridimensional per cristal-lografia i difraccio de raig X

L’estructura tridimensional de la NegN es va resoldre per cristal-lografia i difraccid de raig X. Es
van fer intents previs per resoldre I'estructura per RMN pero la manca d’estructura dels extrems
N- i C- terminals demostrada per proteolisi i I’equilibri existent entre la forma monomerica i
dimeérics de la NeqN, podrien explicar la dificultat d’obtenir espectres de ressonancia
interpretables.

La purificacio de la NegN per a obtenir cristalls es va realitzar seguint el mateix protocol que per
a la seva caracteritzacié pero amb dues petites modificacions. La primera consistia a canviar el
tampo fosfat per Tris, ja que el tampd fosfat cristal-litza i interfereix en I'obtencid de cristalls de
proteina. Aquest canvi, no afecta I'estat natiu de la NegN (Annex G). L’altra modificacid va ser
que després del procés de purificacié es van introduir dos passos més, un de purificacio, en el
qual es passava la NeqN per cromatografia d’exclusié molecular, i un de concentracié de la
proteina.

S’han resolt dos tipus d’estructures de la NeqN. D’una banda I'estructura de la NegN sola i de
I'altra la NegN formant complex amb la NeqC. En aquest punt es parlara de I'estructura de la
NeqgN aillada, més endavant es discutira I'estructura obtinguda per la NegN formant complex.
L’estructura de la NegN es va resoldre amb una resolucié de 2.6 A (Taula 4.5) a partir de cristalls

monoclinics per reemplagament molecular utilitzant com a model I'estructura del complex
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NeqN/NeqC, la qual es va resoldre amb antelacié utilitzant el programa ARCIMBOLDO_BORGES

amb una resolucié de 1.2 A (Apartat 4.3.3 de Resultats i discussid).

Taula 4.5. Col-leccio de dades i estadistics del refinament.

Col-leccié de dades @

NeqgN

Grup espacial

C2

Dimensions de la cel-la

a,b,c (A)

109.93,67.72,77.84

AR y(")

90.00, 129.91, 90.00

Reflexions uniques 13,172 (970)
Resolucié (A) 51.01-2.61 (2.68-2.61)
Longitud d’ona 1.1478
Reym (%)P 0.05 (0.86)
<l/al> 15.4 (1.8)
CCy/2¢ 0.99 (0.72)
Completesa 98.90 (98.70)
Redundancia 3.0(3.2)
Estadistics de refinament
Resolucio 51.01-2.61
No. de reflexions 12.591
Rerist (%)¢ 20.79
Riiure (%)° 25.74
No. de residus 180
Molécules de solvent 7
Contingut de solvent (%) 55
Atoms no H 2.850
Mitjana factor B (A2) 61.84
Coordinada d’error (A)f 0.29
RMSD bond (A) 0.02

1.95

RMSD angles ( °)

a Els valors entre paréntesis corresponen a la cel-la de resolucié més elevada

bRsym= Fpni3 | li(hkl) - <I(hkl)>|/Znali(hkl), on li(hkl) és la intensitat d’una observaci6 i <I(hkl)> és el valor mitja
d’observacions per a una unica reflexio.

€CCy/2 és el percentatge de la correlacié entre intensitats de bases de dades aleatories .

9Rerist= Ih|Fo(h) — Fc(h)|Zh|Fo(h), on F, i Fc sén les amplituds del factor estructura observades i calculades,
respectivament.

eR lliure va ser calculat amb el 5% de les dades, les quals van ser excloses del refinament.

Fes basa en la maxima probabilitat

Cada cristall conte quatre monomers per unitat asimetrica que estan organitzats en dos dimers
amb una simetria ciclica similar a C2 (Figura 4.38). D’acord amb els resultats obtinguts per
cromatografia d’exclusié molecular i ultracentrifugacid analitica, el dimer és |’estat dominant de
la NegN en solucid a les concentracions de treball (Figura 4.36). Analisis DSSP i pro-origami [145],
[174] demostren que els quatre monomers tenen la mateixa tipologia, excepte per la presencia
de I'hélix a (residus 76-85), la qual només s’ha pogut tracar en els monomers C i D. Pels quatre
monomers la densitat electronica de I'extrem C-terminal és pobre, com a conseqliéncia 21
residus dels monomers AiBi 12 dels monomers Ci D no es van poder modelar. Aquests resultats
corroboren els obtinguts per proteolisi (Figura 4.29).
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Monomer C

Monomer A Monomer D Monomer B

N-ter

Figura 4.38. Estructura tridimensional obtinguda per cristal-lografia de la NegN (50xw).
(a) Representacio dels quatre monomers per unitat asimétrica obtinguts per cristal-lografia. S'observa que
presenten gairebé la mateixa topologia excepte per I'hélix a de I'extrem C-terminal (cercle vermell), la qual
nomeés es troba present en el monomers Ci D. (b) Detall de la sobreposicié del monomer B (vermell) amb
el monomer C (taronja), on s’identifiquen els diferents elements d’estructura secundaria, aixi com els
extrems N-i C-terminals de I'exteina N i de la inteina. En rosa i groc es representen les regions
corresponents a les exteines N del monomer B i del monomer C, respectivament.

L'estructura de cada monomer NegN esta composada fonamentalment per estructures
secundaries regulars de tipus 8. Concretament, esta format per vuit cadenes 8 (81-R8), les quals
es troben formant una Unica fulla B antiparal-lela, i una o dues helixs a (al- a2) per als

monomers AiB o CiD, respectivament (Figura 4.39).
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Figura 4.39. Diagrama de |’estructura secunddaria de la NegN aillada. En fletxes blaves es
representen les cadenes B i en cilindres vermells les hélixs a. L’hélix a2 es troba representada en color
taronja per a indicar que només es troba en els monomers C i D. La localitzacié de cada element
d’estructura secundaria es senyalitza marcant la seqiiéncia amb el mateix color. En gris s’assenyala la regié
de la proteina que no s’ha pogut modelar, en el cas dels monomers Ai B aquesta regié no modelada també
inclouria els residus marcats en taronja.

La superposicié de tots els atoms Ca dels dos dimers déna una Desviacié Standard (RMSD) de
només 0.34 A. Per tant, es pot considerar que el mondmer A és equivalent al Bi el C al D (Figura

4.40).

Figura 4.40. Superposicié de les estructures del dimer AD i del dimer CB (RMSD=0.344). En
taronja esta representat el dimer AD i en vermell el dimer BC.
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Com s’observa en I'estructura tridimensional (Figura 4.38-b; Figura 4.39) els residus de I'exteina
N (els residus -7 a -1) es troben ben definits, formant la primera cadena . En canvi, els primers
sis residus de la inteina N, inclosa la Serl, presenten una baixa densitat electronica, per la qual
cosa no es van poder modelar.

L'estructura nativa de la NegN es troba estabilitzada per nombrosos ponts d’hidrogen
intramoleculars i intermoleculars, aquests ultims estabilitzen la cadena R1 de I'exteina N i la
cadena R8 de la inteina (Figura 4.41; Annex H) i els monomers que conformen el dimer (Figura
4.42; Annex H). A més a més, cal destacar els diferents ponts salins que s’estableixen entre les
cadenes laterals dels residus: Glul1-Lys16, Glull-Lys27, Lys-6-Asp-48 i Asp43-Lys84, els quals
probablement sdn essencials per al manteniment de I’estructura nativa de la NegN. Per ultim,
perd no menys important, cal dedicar un breu espai per parlar de les interaccions m, les quals es
donen entre les cadenes laterals dels residus aromatics (interaccions m-m) o bé entre les cadenes
laterals entre residus aromatics i residus basics (interaccions catio-nt) que s’ha demostrat que
poden jugar un paper clau en la termoestabilitat de proteines hipertermofiles. En I'estructura
de la NegN monomeérica s’han trobat els segilients grups d’interaccions: Phe40-Phe31-Tyr38,
Tyrd5-Lys54; Tyrd7-Trp52; i en la interficie del dimer: Phe40-Lys54; Phe-7 i Phe-7. Convé
destacar que aquestes dues interaccions, Tyr45-Lys54; Tyr47-Trp52, son exclusives dels
monomers Ci D. Aixi com s’han descrit ponts salins en altres inteines partides, no s’ha observat
en cap de les estructures resoltes fins ara interaccions m. El fet que la inteina NeqN sigui I’Unica
inteina partida, resolta fins ara, per la qual s’han identificat aquest tipus d’nteraccions i tenint
en com té el paper termoestabilitzador que aquestes poden tenir [105],[122]-[124], es pot
suggerir que les interaccions entre les cadenes laterals dels residus aromatics probablement

desenvolupen un paper clau en la termoestabilitat d’aquesta proteina.
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Figura 4.41. Interaccions entre I’exteina N i la NegN. (a) Estructura del monomer C de la NegN
amb I'exteina N; (b) Detall de les interaccions per pont d’hidrogen entre 'exteina i la NegN. L'exteina N i
la NegN estan representades en groc i taronja, respectivament. Els ponts d’hidrogen es representen amb
linies discontinues grogues. Les distancies de les interaccions en A.
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GIn32B
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Figura 4.42. Interaccions presents en la interficie dimeérica. (a) Estructura tridimensional del
dimer format pels monomers B i C de la NegN. La NegN i I’'exteina N del monomer B estan representats en
vermell i rosa, respectivament. La NegN i I’exteina N del monomer C estan representats en taronja i groc,
respectivament. En un fons groc s’indica la interficie d’interaccié entre els monomers (b) Detall de les
interaccions establertes en la interficie del dimer. Els residus de I'exteina N i de la NegN del monomer B
s’indiquen en rosa i verd, respectivament, i en taronja i groc estan indicats els residus de la NegN i de
I’exteina N del monomer C. Els residus estan identificats pel nom abreujat, posicié i monomer, del qual
formen part. Els ponts d’hidrogen es representen amb linies discontinues grogues i les interaccions 1t amb
linies verdes discontinues. Les distancies mesurades entre atoms es troben en A.
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La Npu, és la inteina partida millor caracteritzada actualment [33], [64], [73], [75], [175], [176].
Com bé s’ha explicat en la introduccié d’aquesta tesi, en la NpuN associada amb la NpuC es
distingeixen dos lobuls, NpuN1 i NpuN2, els quals presenten diferents propietats
electroestatiques i d’hidrofobicitat. La comparacio estructural entre la NpuN i la NegN revela
gue la NegN presenta certa equivaléncia amb NpuN1, pero cap amb NpuN2 (Figura 4.43). Aquest
resultat indica que la NeqN aillada, a diferéncia de la NpuN, no esta dividida amb dos lobuls, fet
qgue explica el caracter electroestatic i hidrofobic d’aquesta molécula (Figura 4.44). Aquestes
evidencies suggereixen que la NeqN associaria amb la NeqC seguint un mecanisme diferent del

proposat per la inteina NpuN.

Lobul 1

Figura 4.43. Comparacié de I'estructura de la NegN aillada (50xw) i la NpuN formant el
complex NpuN DnaE (4/x3). La NeqN es representa en taronja i la NpuN en blau.

SIMDTEIEVIENGIKKKEKLSDLENKYYAGFQIGE KHYAFPPDLYVYDGE

Carrega neta: -4
Hidrofobicitat: 0.43

RWVKVYSIIKHETETDLYEINGITLSANHLVLSKGNWVKAKEYENKNN

Carrega neta: +1
Hidrofobicitat: 0.44

Figura 4.44. Representacio del caracter electroestatic i hidrofobic de les dues meitats de
NegN assumint el model de dos Iobuls proposats per la inteina Npu. En vermell s'indiquen
els residus acids i en blau els basics. La hidrofobicitat i la carrega neta van ser calculades seguint el
protocol descrit a Material i Métodes.
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Efecte de I’exteina en el procés de dimeritzacio de la NeqN

Es va realitzar un estudi preliminar per determinar el paper de I'exteina N en el procés de
dimeritzacié. Per dur-ho a terme es va expressar i purificar la construccié HGTEVT7-NegN seguint
el mateix protocol descrit per a la construccid NegN. La T7-NegN pura i la NegN un cop
purificades es van preparar a una concentracié final de 13 uM amb 50 mM Tris-HCl a pH 8.0, 100
mM NaCl i 1 mM EDTA. Paral-lelament, es van preparar tres solucions de T7-NeqN a diferents
concentracions, 200 uM, 40 uM i 13 pM en el mateix tampd. Totes les mostres es van analitzar
per SEC.

Com es pot observar en la Figura 4.45 la formacié d’espécies dimeriques per part dels dos
precursors suggereix que és un procés que depén tant de I'exteina (Figura 4.45-a) com de la
propia inteina (Figura 4.45-b). En la Figura 4.45-a s’observa com la substitucié de la seqléncia
nativa de I'exteina N disminueix considerablement la tendéncia a dimeritzar del precursor.
Aquest resultat concorda amb I'estructura cristal-lografica, on s’observa que el dimer es troba
estabilitzat per la interaccio entre Phe(-7) (Figura 4.42).

Aquesta tendencia de la inteina N a dimeritzar potser un dels mecanismes adoptats per la
proteina per augmentar la seva termoestabilitat. Com s’ha pogut veure en l'estructura
tridimensional la interficie del dimer esta formada principalment per interaccions
intermoleculars entre les cadenes BR7 i 88, que corresponent als residus 51-76. Aquesta regid
presenta un marcat caracter hidrofobic, 0.47 en I'escala de Kyte-Doolittle, i és la responsable,
com es veura més endavant, d’interaccionar amb la NegC. Com a conseqiiéncia, en abséncia de

lainteina Ci per reduir I'area de superficie hidrofobica exposada a solvent aquesta dimeritzaria.
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Figura 4.45. Analisi de dimeritzacié de la NegN per SEC. (a) Importancia de |'’exteina N en el
procés de dimeritzacié de la NegN. Perfil taronja: NeqN; Perfil vermell: T7-NeqN. Les dues construccions
es van preparar a una concentracio final de 13 uM. (b) Estudi de la variacio del volum d’elucié de la T7-
NegN, en funcid de la concentracid Influéncia de la concentracié de proteina. Perfil blau: 200 uM; Perfil
verd: 40 uM; Perfil vermell: 13 uM. Totes les preparacions es van realitzar amb 50 mM Tris-HCl, 150 mM
NaCl a pH 7.4.
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4.3. Caracteritzacié del procés d’associacio entre els dos fragments de la
Inteina partida Neq pol i del complex NeqN/NeqC

Simultaniament a la caracteritzacio estructural de la NegN, es va estudiar des d’un punt de vista
cinetic i termodinamic el procés d’associacio entre els dos fragments de la inteina partida Neq

pol, NegN i NeqC, i d’altra banda es va caracteritzar el complex NeqN/NeqC.

Expressio i purificacio de la NegN i NeqC

Per a I'expressié i purificacié de la inteina N es va utilitzar la construccid NegN, i per la de la

inteina C la construccié NeqC. La construccié NegN clonada en el vector pET-22b(+) va ser

kba 1 2 3 4

20

15
—
10 S -
Figura 4.46. Analisi per SDS-PAGE de la solubilitat del precursor C, NeqC. Les cél-lules
obtingudes de la produccié a 37°C de la NeqC-(TDS)H6 es resuspenen amb 20 mM Fosfat, 0.5 mM NaCl i
20 mM imidazol a pH 8.0, i es lisen. La fraccié soluble es separa de la insoluble per centrifugacid. Carril 1:

Marcadors de massa molecular; Carril 2: Fraccio total; Carril 3: Fraccid soluble; Carril 4: Fraccié insoluble
després de la lisi cel-lular.

produida i purificada seguint el mateix protocol que per a la seva caracteritzacié individual. Per
a obtenir el precursor C, NeqC-(TDS)-H6, la NeqC va ser clonada al vector pET-29a(+). Com era
d’esperar, el precursor C a 37°C es trobava majoritariament en la fraccid insoluble formant
cossos d’inclusié (Figura 4.46). Com s’ha comentat en I'apartat anterior, probablement la NeqC
sigui una proteina desestructurada, fet que fa que sigui susceptible a la degradacié i a I'atac per
part de proteases cel-lulars. La purificacid a partir de cossos d’inclusio redueix considerablement
tant la degradacié com la proteolisi [177]. Per aquesta rao, es va decidir purificar el precursor C,
NeqC, a partir de cossos d’inclusié. Els quals es van solubilitzar amb una solucié 8 M d’urea, i la
proteina recombinant es va purificar utilitzant cromatografia d’afinitat Ni-NTA sota condicions
desnaturalitzants. Per a eliminar I'agent desnaturalitzant de manera gradual i mantenir la NeqC
soluble, les fraccions pures obtingudes de la cromatografia es van barrejar i es van dialitzar en

diferents passos fins a obtenir la proteina en aigua Milli-Q.
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4.3.1. Caracteritzacid fisicoquimica del procés d’associacio entre els dos fragments de

la inteina partida Neq

Caracteritzacio cinética

Per estudiar exhaustivament I'efecte de la temperatura sobre el procés d’associacié entre les
dues inteines es va dissenyar un assaig analitic on es va mesurar la disminucio de la fluorescéncia
intrinseca emesa pel fragment NeqN (Trp52 i Trp87) a mesura que aquesta s’unia amb el
fragment NeqC. Com era d’esperar tractant-se d’una proteina hipertermofilica, la velocitat
d’associacio entre les dues inteines augmenta gradualment amb la temperatura (Taula 4.6), a
excepcio de la velocitat calculada a 74°C. En l'espectre de fluorescéncia obtingut a 74°C
s’observa una reduccio de la fluorescéncia de la NegN en I'equilibri de tan sols un 8%, mentre
que en les altres temperatures s’observa una reduccié del 30-40% (Annex I). Aquesta reduccié
anomala suggereix que la velocitat de la reaccid d’associacio entre els dos fragments a aquesta
temperatura és molt elevada i no es pot determinar per aquesta técnica. D’altra banda, els
resultats mostren que la velocitat d’associacid dels dos fragments de la inteina partida Neq pol
a 64°C es produeix en fraccions de segons (Taula 4.6), coherents amb resultats obtinguts

préviament per la inteina partida Ssp DnaE [76].

Taula 4.6. Constants de velocitat de la reaccié d’associacio entre la NegN i la NeqC a diferents
temperatures.

Temperatura (°C) Kobs (52) 2
17 2.3 x103+0.0001
25 5.5 x 10-3+0.0003
36 1.8 x 10.,£0.0011
46 5.5 x 10-2£0.0022
55 0,1647+0.0107
64 0,3655+0.0218
74 7.6 x102£0.0171

a kobs €s va calcular ajustant les corbes d’unié a una equacié de primer ordre.

A partir de les velocitats obtingudes a les diferents temperatures es va determinar I'energia
d’activacid necessaria per formar el complex NeqN/NeqC (Taula 4.7). LU'elevada energia
d’activacié obtinguda, 89.5 KJ/mol, és caracteristica de proteines molt estables, les quals
necessiten trencar enllacos per associar. L’elevada energia d’activacio del procés probablement
es pot explicar tenint en compte que la NeqN lliure dimeritza, ja que perqué aquesta pugui
interaccionar amb la seva companya la NeqC s’hauran d’hidrolitzar interaccions que estabilitzen

el dimer.
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Taula 4.7. Energia d’activacio de la reaccié d’associacio entre la NegN i la NeqC.

Energia d’activacio (Ea) A

89.545 KJ/mol 30

Caracteritzacio termodinamica

Per mesurar la constant d’afinitat, Kd, del procés d’associacio igual que per estudiar la cinetica
del procés, es va seguir la disminucié de la fluorescéncia intrinseca de la NeqN en presencia de
concentracions creixent de NeqC. Les construccions emprades per aquest estudi van ser NegN i
NeqC. Com era d’esperar, els dos fragments de la inteina Neq pol associen amb una elevada
afinitat, presentant valors de Kd de I'ordre nM, 18.6 nM a 25°C (TAULA 4.8), consistents amb
altres resultats obtinguts per la inteina NpuDnaE i SspDnaE, préviament [3],[4]. Posteriorment,
per obtenir els parametres termodinamics del procés d’associacio, es va calcular cada Kd per a

cada temperatura en un rang de temperatures entre els 20°C i 60°C. Coneixent que la Kd és
depén de temperatura (Annex J), es va obtenir un valor d’entalpia de van’t Hoff de 2.36%1.5
kcal/mol i un valor d’entropia de 14.33 cal moll. Amb aquests parametres i seguint la relacié

AG(T) = -RT InKd (T), es va poder estimar la variacié d’energia lliure (AG) del procés d’interaccio

entre els dos fragments de la inteina, AG (25°C)=-1.73 kcal/mol.

Taula 4.8. Constant d’afinitat i parametres termodinamics del procés d’associacio entre la els dos
fragments de la inteina, NegN i NeqC.

AH° TAS® AG® (25°C)
Kd (nM) (kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)
(25°C)
18.55 +2.36 +4.27 -1.73

S’ha demostrat que la interaccid entre la SspN i la SspC és un procés espontani, el qual esta
dirigit per I'entalpia (AH= -29.1 kcal/mol) i que presenta un elevat cost entropic desfavorable
(TAS=-18.9 kcal/mol) [77]. Aquest fenomen és coneix com a compensacid entalpica-entropica
[178] i freqlientment, es troba en aquelles reaccions on l'associaci6 comporta un guany
d’estructura, com és el cas d’aquesta inteina. La variacié favorable d’entalpia és conseqiiéncia
de la formacié de noves interaccions entre els dos fragments. | la variacié desfavorable
d’entropia probablement és conseqiiéncia de la pérdua de llibertat conformacional que
comporta el procés d’associacié [179].

Igual que per la inteina partida Ssp DnakE, el procés d’associacio entre la NegN i la NeqC és un
procés espontani (AG < 0). Al contrari, aquest experiment demostra que la interaccié entre els

dos fragments és desfavorable des d’un punt de vista entalpic (AH > 0) i favorable des d’un punt
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de vista entropic (AS>0). La qual cosa indica que el procés d’associacié entre NeqN i NeqC
segueix un mecanisme diferent del proposat per Liu i col-laboradors per a la inteina mesofilica
[771.
Per a la interpretacié d’aquests resultats s’ha tingut en compte que la variacié d’entalpia
mesurada amb I'experiment, és el resultat del sumatori de I’entalpia conformacional, de
I’entalpia de la interaccio i de I’entalpia de solvatacio [180].

AH = AHConformaci(’) + AHnteraccio + AHsorwatacis
L’entalpia conformacional esta associada a canvis en I'estructura secundaria, en el cas que
I'associacié comporti un guany d’estructura s’espera que aquesta variacié sigui exotermica
(AH<0), i en el cas que suposi una perdua d’estructura s’espera que aquesta sigui endotérmica
((AH>0). D’altra banda, I'entalpia d’interaccio es pot considerar exotérmica, ja que s’assumeix
que la interaccié entre dues especies comporta intrinsecament la formacié de noves
interaccions no covalents. Per ultim, i en el cas de I'entalpia de solvatacio aquesta pot adoptar
un fort caracter endotermic, ja que el procés d’associacid pot provocar I'alliberacié de molecules
d’aigua altament ordenades de la superficie que forma la interficie d’associacié (hidrofobica).
Aquesta reaccié on s’alliberen molecules d’aigua és entalpicament desfavorable, ja que es
trenquen interaccions ioniques i ponts d’hidrogen[181].
Els resultats obtinguts d’entalpia juntament amb els resultats obtinguts per CD i per
cristal-lografia, permeten postular el segiient mecanisme d’associacié entre els dos fragments:
Abans de formar-se el complex NeqN/NeqC, la NegN es trobaria en un estat dimeéric i la NeqC
desplegada. En un primer contacte entre els dos fragments, la NeqC desestabilitzaria la forma
dimeérica de la NegN. Aquest primer contacte estaria governat principalment per interaccions
de caracter electroestatic. Seguidament es formaria el complex NegN/NeqC actiu, en el qual la
NeqC adoptaria la seva estructura nativa.
Tenint en compte el mecanisme postulat es podria dir que:

- L’entalpia conformacional és exotérmica, ja que la NeqC adquireix estructura secundaria
secundaria.

- L’entalpia d’interaccié no és significativa en aquest cas, ja que existeix un equilibri entre
les interaccions que es trenquen al desestabilitzar el dimer i les que es formen en
I'associacié NegN-NeqC.

- Pertant, ja que I'entalpia mesurada és endotérmica, I'entalpia conformacional ha de ser
compensada per valors alts positius d’entalpia de solvatacio.

D’altra banda I'entropia positiva associada a I’associacié de la NeqN amb la NeqC segueix el

classic efecte hidrofobic [182]. La NeqC presenta un fort caracter hidrofobic, H=0,48, com a
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consegqiencia I'associacié d’aquesta amb la NegN probablement comporta I'alliberament d’un
elevat nombre de molecules d’aigua ordenades, el que explicaria els valors positius d’entropia.
D’aquesta manera es pot concloure que tant els valors favorables d’entropia com els
desfavorables de I’entalpia es poden explicar per I'alliberament de molecules d’aigua ordenades

gue provocaria I'associacid de les dues inteines.

4.3.2. Caracteritzacio fisicoquimica del complex NeqN/NeqC

A partir dels fragments N- i C- purs es va formar el complex in vitro seguint el protocol descrit

en Material i Métodes.

SEC i ultracentrifugacio analitica

Per verificar la identitat del complex NeqN/NegC, amb 20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1ImM
EDTA a pH 8.0, aquest es va injectar a una concentracio final de 356 uM en una columna de
cromatografia d’exclusié molecular Sephadex-75 HR-10/3 préviament calibrada amb diferents
proteines globulars de massa molecular coneguda. El complex NeqN/NeqC s’elueix com un Unic
pic amb un volum d’elucid (Ve) aproximat de 11.3 ml (Figura 4.47-a), el qual correspon a una
massa molecular estimada de 19393 Da (Annex F). La massa estimada per SEC del complex
NeqN/NeqC s’ajusta a la massa molecular predita pel complex format per una molécula de cada
precursor (19001.3 Da). Paral-lelament, la massa molecular del complex NeqN/NeqC es va
confirmar per ultracentrifugacié analitica (Figura 4.47-b). El perfil de sedimentacid obtingut per
ultracentrifugacio analitica a una concentracié de 245 pM (4.62 mg/ml) mostra un pic majoritari
amb un coeficient de sedimentacio corregit a aigua i a 20°C (s20,w) de 2.30 S i una altra espécie
minoritaria que sedimenta a 4.41 S que podria tractar-se d’'un contaminant. Les masses
moleculars estimades sén de 21600 Da per a I'espécie principal i de 57600 Da per la segona. La
massa molecular estimada per I'espécie principal s’aproxima a la massa molecular estimada pel
complex NeqN/NegC format per una molécula de NegN i una molécula de NeqC. La petita
variacié en la massa molecular podria ser deguda al fet que aquesta técnica assumeix que la
proteina adopta una estructura globular. En el cas del complex NegN/NegC, aquest
probablement adopta un plegament en forma de ferradura caracteristic de les inteines, el qual
no és tan compacte com una proteina globular. Com a conseqiiéncia el radi de la proteina és

més gran, la qual cosa pot donar lloc a una sobreestimacié de la massa real.
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Figura 4.47. Determinacié de la massa molecular del complex NeqN/NeqC. (a) Analisi per SEC

de la NegN (linia blava), de la NeqC (linia rosa) i del complex NegN/NeqC (linia vermella). (b) Dades

de

I’equilibri de sedimentacié amb una corba ajustada per la solucié de complex NegN/NeqC a una concentracio
245 uM a 45000 rpm i a 20°C. La massa molecular estimada de la inteina N és de 27700 Da per a I'especie

majoritaria.

Caracteritzacio per dicroisme circular (CD)

A continuacid, es mostren els espectres obtinguts per dicroisme circular de la NeqN, NeqC i del
complex NegN/NegC en la regié de I'UV-llunya (190-250 nm) i la regié UV-proper. Igual que per
la NegN aillada, pels espectres en la regid de I'UV-llunya no es van poder mesurar a longituds
d’ona per sota de 200 nm, ja que a les concentracions de proteina emprades I'instrument es
saturava. Amb els espectres obtinguts per dicroisme circular en la regié del llunya dels dos
fragments aillats i del complex (Figura 4.48-a), i utilitzant I'algoritme K2D [169], [170] es va poder
estimar el contingut d’estructura secundaria de cadascuna de les especies. Per la NegN, com ja
s’ha comentat anteriorment, es va estimar un 21% d’helix a, un 33% en beta B i un 46% en
random coil. Per la NeqC un 42% de full B, un 8% d’hélix a, i un 50% de random coil. | per ultim,
pel complex NeqN/NeqC es prediu un 24% d’helix a, un 40% de full B i un 36% en random coil.
Aquests resultats suggereixen que I'associacié dels dos fragments de la inteina no va associada
a grans canvis estructurals, com passa amb altres membres de la mateixa familia [57], [77].

En canvi, si que sembla que I'associacié dels dos fragments provoca un canvi conformacional en
la NeqN. Els espectres obtinguts del complex tant en la regié de I’'UV-llunya com en I’'UV-proper
mostren que la banda positiva a 295 nm caracteristica de I'espectre de la NegN desapareix
(Figura 4.48-b). La péerdua d’aquesta banda indica que algun o ambdds triptofans de la NegN
passen d’estar en un entorn quiral ben estructurat en la forma aillada a un entorn més flexible

quan la NegN es troba acomplexada amb la NeqC. Aixi doncs es pot dir que els resultats
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obtinguts per dicroisme circular indiquen que I’associacio dels dos fragments no provoca grans
canvis estructurals pero si conformacionals, ja que la NeqN perd rigidesa en algunes regions de

la seva estructura nativa.
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Figura 4.48. Espectres de dicroisme circular de la NegN, de la NeqC i el complex
NegN/NeqC. (a) Espectre CD en la regié del llunya (200-250 nm); (b) Espectre CD en la regid del proper
(350-250 nm). Perfil vermell: NegN; Perfil blau: NeqC; Perfil verd: complex NeqN/NeqC; Perfil groc:
Sumatori dels espectres NegN i NeqC. Totes les mostres s’han preparat amb 20 mM tampd fosfat, 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA a pH 8.0.

Determinacio de I’estabilitat térmica

La Tm del complex NegN/NeqgC obtinguda a partir de I’analisi per DSC és de 105 °C igual que per
a la NegN aillada. Aquest fet déna suport als resultats obtinguts per CD, on no s’observen grans

canvis estructurals després de I'associacid dels fragments de la inteina Neq pol (Figura 4.49).
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Figura 4.49. Termograma obtingut per DSC del procés de desnaturalitzacié de la NegN i
del complex NeqN/NeqC. Experiments realitzats a una concentracié de 26 uM de proteina amb 20 mM
tampé fosfat, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA a pH 8.0 a una velocitat d’escombrat d e90K/min. Linia verda:
NeqN; Linia caqui: complex NeqN/NeqC

4.3.3. Resolucio de I’estructura tridimensional per cristal-lografia

El complex NegN/NeqC purificat per cromatografia d’exclusié molecular va cristal-litzar en dues
formes de cristalls diferents, tetragonal i hexagonal (50xx i 50xz). Els cristalls hexagonals es van
resoldre des del comengament amb Arcimboldo [183] amb una resolucié d’1.2 A. Posteriorment,
es van resoldre els cristalls tetragonals per reemplacament molecular utilitzant com a model
I'estructura del complex determinada en els cristalls hexagonals (Taula 4.9). Les unitats
asimeétriques de les dues formes de cristalls contenen només una molécula de complex, el qual
esta format per una cadena polipeptidica corresponent a la subunitat NegN i una altra cadena,

més petita, corresponent a la subunitat NeqC (Figura 4.50).
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Taula 4.9. Col-leccio de dades i estadistics del refinament.

Col-leccié de dades @

Complex NeqN/NeqC

Complex NeqN/NeqC

Grup espacial

P4212

P6522

Dimensions de la cel-la

a,b,c (A)

67.43, 67.43, 50.89

45.67,45.67,254.41

AR y(")

90.00, 90.00, 90.00

90.00, 90.00, 120.00

Reflexions Uniques

12, 621 (1803)

51, 160 (7, 240)

Resoluci6 (A)

50.89-1.74 (1.83-1.74)

42.40-1.20 (1.26-1.20)

Longitud d’ona 0.9792 0.9792
Reym (%)° 0.061 (1.02) 0.094 (0.68)
<i/al> 22.8(2.7) 16.2 (1.0)
CCypot 0.98 (0.61) 0.99 (0.65)
Completesa 100.0 (100.0) 99.90 (99.90)
Redundancia 12.5(12.9) 12.2 (12.3)
Estadistics de refinament
Resolucio 50.89-1.74 42.40-1.20
No. de reflexions 12, 000 48, 536
Rerist (%)¢ 20.44 13.73
Ruiiure (%)° 21.71 15.63
No. de residus 108 123
Moleécules de solvent 201 49
Contingut de solvent (%) 41 55
Atoms no H 1,319 927
Mitjana factor B (A2) 36.40 16.09
Coordinada d’error (A)f 0.084 0.018
RMSD bond (A) 0.02 0.02

1.95 1.97

RMSD angles ( )

a Els valors entre paréntesis corresponen a la Shell amb més resolucié

bRsym= Fpni3 | li(hkl) - <I(hkl)>|/Znali(hkl), on li(hkl) és la intensitat d’una observacid i <I(hkl)> és el valor mitja
d’observacions per a una unica reflexio.

€CCy/2 és el percentatge de la correlacié entre intensitats de bases de dades aleatories.

dRerist= Ih|Fo(h) = Fc(h)|Zh|Fo(h), on F, i Fc son les amplituds del factor estructura observades i calculades,
respectivament.

eRlliure va ser calculat amb el 5% de les dades, les quals van ser excloses del refinament.

Fes basa en la maxima probabilitat

Figura 4.50. Estructura cristal-lografica
obtinguda del complex NeqN/NeqC
(50xz). NegN es troba representada en
vermell i la NeqC en blau. Els 7 residus de
I’exteina N salvatge es troben representats en
rosa i els 3 residus corresponents a I'exteina C
en gris.
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La comparacio de les estructures del complex NeqN/NeqC obtingudes per les dues formes dels
cristalls donen un RMSD de tant sols 0.44 A. Tot i aix0, en la sobreposicié de les dues estructures
(Figura 4.51), s’observa que existeixen diferéncies importants en les regions corresponents a les
exteines Ni Ci en la cadena R4 de la inteina, la qual és més curta en I'estructura obtinguda en
els cristalls hexagonals. D’altra banda, en el cristall hexagonal s’ha pogut resoldre I'estructura
dels residus 1-83 de la inteina N, 1-30 de la inteina C, residus (-7)-(-1) de I'exteina N i tres residus,
TDS, de I'exteina C. En canvi, en I'estructura obtinguda a partir dels cristalls tetragonals només
es veuen dels residus 1-77 de la inteina N, 1-30 de la inteina C, (-2)-(-1) residus de I'exteina N.
En aquest cas, no es veu cap dels residus corresponents a |'exteina C.

En aquest treball s’ha utilitzat de manera general I'estructura obtinguda a partir del cristall

hexagonal.

Figura 4.51.Sobreposicio de les dues estructures del complex obtingudes dels cristalls
hexagonals (50xz) i dels cristalls tetragonals (50xx). NegN i NeqC del complex obtingut a partir
dels cristalls hexagonals (50xz) estan representades en vermell i blau, respectivament. NegN i NeqC del
complex obtingut dels cristalls tetragonals (50xx) estan representades en taronja i turquesa,
respectivament. En groc es representen les principals diferencies entre les dues estructures. Els extrems
N- i C-terminals del complex hexagonal (50xz) es troben indicats amb _1, i els del complex tetragonal (50xx)
amb un _2. La lletra L davant dels elements d’estructura secundaria indiquen que correspon a la NegN, i
lalletra S ala NeqC.
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Estructura secundaria

L’estructura del complex NegN/NeqC esta formada principalment, per estructures secundaries
regulars de tipus B, les quals s'ordenen adoptant un plegament HINT [184], caracteristic de les
inteines. L'analisi DSSP del complex [145] defineix tres cadenes B (SR1-SR3) per a la subunitat
NeqC i set cadenes B (LR2-LR8) i una hélix a (Lal) per a la subunitat NeqN (Figura 4.52). Sempre
gue ha estat possible els elements d’estructura secundaria s’"han enumerat com en I'estructura
de la NeqgN aillada. Els residus de I’exteina N, Asp(-1) — Phe(-7), aixi com els residus de I'extrem
N-terminal de la NegN, Ser1-Thr5, es troben desordenats. El mateix passa amb els tres residus
de I'exteina C, Thr+1-Ser+3, i els dos residus de I'extrem C-terminal de la NeqC, His29 i Asn30.
Es a dir, la inteina presenta un plegament globular estable, mentre que els residus que es troben
en els llocs d’unid exteina-inteina es troben desordenats. Aquest tipus de plegaments s’han
observat en altres inteines.

Seguint un ordre seqliencial la inteina N plega NeqN (Figura 4.52). Comengant amb una cadena
2, formada pels residus 6-11, la qual esta unida a través d’un gir 8 (residus 14-19) a la cadena
3. Com a resultat s’obté la primera forquilla § antiparal-lela de la NegN en el complex. A
continuacid, es troba una hélix a amfipatica composada pels residus 20-28, que es troba per un
canto exposada a solvent i per I'altre empaquetada entre les cadenes laterals de les cadenes 32
i 3. La cadena R4, la qual és molt curta en I'estructura 50xz (residus 32-33), es troba unida per
I’extrem N-terminal a I’helix al a través d’una regid desplegada (residus 29-31) i per I'extrem C-
terminal mitjancant un gir § a la cadena R85, residus 36-39. D’aquesta manera la R4 i B5 formen
la segona forquilla B antiparal-lela. Aquesta forquilla B només s’ha trobat en estructures
tridimensionals obtingudes d’inteines hipertermofiliques, no s’observa en les seves homologues
mesofiliques (Figura 4.59; Figura 4.60). Per aquesta rad s’ha proposat que aquesta estructura
secundaria, anomenada HTH, augmenta l'estabilitat d’aquestes inteines, permetent-les que
catalitzin la reaccié de splicing a temperatures molt elevades [19]. Seguidament, es troba la
cadena R6 formada pels residus 44-47, que es troba orientada aproximadament formant un
angle recte respecte la cadena R5. Aquesta cadena R6 es troba unida a través d’un gir § a la
cadena 7, I'estructura secundaria més llarga de tota la inteina (residus 52-77), donant forma al
gue seria una tercera forquilla B antiparal-lela. Aquesta mateixa cadena R7, pel seu extrem C-
terminal, es troba formant una forquilla B antiparal-lela amb I’Gltima cadena R de la inteina, la
8 formada pels residus 73-77.

Pel que fa a la NeqC i també seguint un ordre seqiencial NeqN (Figura 4.52), aquesta comenca
plegant-se, sempre que es trobi acomplexada amb la NegN, en una cadena i, 81, composada

pels residus 2-16 de I’extrem N-terminal. A continuacid, a través d’un petit fragment desordenat
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es troba la cadena R2, residus 20-23, la qual forma una forquilla 8 antiparal-lela amb la cadena

3, en I'extrem C-terminal de la inteina C.

NeqgN

10 20 30 40 50 60 70 80

FKVIYGDSIMDTEIEVIENGIKKKEKLSDLENKYYAGFQIGEKHYAFPPDLYVYDGERWVKVYSIIKHETETDLYEINGI

_~

TLSANHLVLSKGNWVKAKEYENKNN

90 100

NeqC

-—— 15—

10 20 30
MRYLGKKRVILYDLSTESGKEFYVNGLVLHNTDS

Figura 4.52. Diagrama de I’estructura secundaria de la NegN i de la NeqC en el complex
NegN/NeqC. En fletxes blaves es representen les cadenes B i en cilindres vermells les hélixs a. La
localitzacié de cada element d’estructura secundaria es senyalitza marcant la seqiiéncia amb el mateix
color.

Estructura quaternaria

Com ja s’ha comentat anteriorment, el complex NegN/NeqC esta format per una subunitat
corresponent a la NeqN i una altra més petita corresponent a la NeqC, les quals interaccionen
entre si a través de dues cadenes 8 antiparal-leles, LR7-SR1.

Per tal d’estimar I'estabilitat de la interficie formada entre els dos fragments del complex
NeqN/NeqC es va utilitzar el servidor PISA [185]. L’estabilitat estimada de la interficie dictamina
si I'estructura macromolecular pot existir en solucid o només és un artefacte del cristall. El
servidor per calcular I'estabilitat de la interficie utilitza la variacié d’energia lliure i el canvi
d’entropia entre I'estat monomeric i el complex.[186]. Com es pot veure en la Taula 4.10, el

complex format per les dues inteines és estable en solucio.
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Taula 4.10. Parametres fisicoquimics de la interaccio predits pel servidor PISA.

Parametre Informacio

Numero monomers 2 Complex format per una molécula de NegN i una molécula de
NeqC

Formula AB

Estable Si Estable en solucid

Area de Superficie (A2) 7620 Area de la superficie exposada a solvent

Area Enfonsada (A2) 3770 Area de la superficie enfonsada

AG int (kcal/mol) -22.1 Guany en energia lliure de solvatacié en formar el complex

AG dis (kcal/mol) 28.2 Energia lliure de dissociacié del complex. Valors positius
indiquen que el complex és termodinamicament estable.

Interficie

NresB 32 Numero de residus de la NeqC que formen la interficie.

Superficie (A2) B 3964

NresA 51 Numero de residus de la NegN que formen la interficie.

Superficie (A2) A 7424

X Area de la interficie (A2) 1885.9 Area de la superficie que forma la interficie d’associacié

AG int (kcal/mol) -22.1 Guany en energia lliure en formar el complex

AG P-valor 0.385 Indica el p-valor del guany d’energia lliure de solvatacio
observada. Valors <0.5 indiquen que la interficie té un caracter
hidrofobic i per tant que la interaccié observada és especifica.

Nen 35 Nombre de ponts d’hidrogen presents en la interficie.

Nsu 5 Nombre de ponts salins presents en la interficie.

L'associacid dels dos fragments en el complex es produeix per I'establiment d’un gran nombre
de ponts d’hidrogen entre les cadenes laterals i principals dels residus que conformen la
interficie del complex (Annex K) i la formacié de nombroses interaccions de caracter hidrofobic,
d’acord amb PISA (p-valor<0.5) [185]. De les interaccions electroestatiques trobades cal
destacar quatre grups: (1) Glu35L, Glu62L i Arg8S; (2) Glub4L, Asp66L, i Lys6S; (3) Glue9L i Arg2s;
(4) Asp48L, Glu50L, i Lys20S (Figura 4.53).

La comparacio del complex NegN/NegC amb el complex Npu (4Ix3) [73] indica que els grups
trobats d’interaccions electroestatiques 1, 2 i 3 es poden considerar equivalents als descrits per
la Npu [75]. Com era d’esperar, tots els residus basics es troben en la subunitat NeqC, i tots els
residus acids, excepte el Glu35L, forment part de la cadena R7 de la subunitat NegN. En
I’estructura obtinguda de la NeqgN aillada (50xw) es pot observar com aquests residus acids,
excepte el Glu69, es troben en regions desestructurades o girs, i tots ells exposats a solvent
(Figura 4.54). La distribucié de carregues entre els dos fragments de la inteina i la localitzacié
dels residus acids en la NegN indiquen que existeix una complementacio electrostatica entre els
dos fragments, la qual probablement, igual que en la Npu Dnak [57], sigui essencial en el procés

d’associacio entre els dos fragments de la NegN.
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Glu50L "
. Asp4sL

Lys20S

Arg2s
Glu3sL
Lys6S
Arg8s
Glu64L

Glu50L Glu62L Glu3sL

Lys20S

Arg8s

Glu6oL
Glué64L

Asp66L Lys6s

Arg2s

Figura 4.53. Complementacio electroestatica existent entre la NeqN i la NeqC. (a) Estructura
del complex 5oxz on es senyalitzen els quatre grups d’interaccions ioniques, les quals probablement
desenvolupen un paper clau en el procés d’associacié entre la NeqN i la NeqC. Les cadenes polipeptidiques
de la NegN i NeqC es mostren en vermell i en blau, respectivament. (b) Detall dels quatre grups
d’interaccions que es donen entre la NegN i la NeqC. Totes les distancies entre atoms es troben en
Ansgtroms (A). Els ponts d’hidrogen es representen com a linies discontinues. Els residus que formen part
de la NegN estan indicats amb la lletra L i els que corresponent a la NeqC amb la lletra S.
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Glu35

Figura 4.54. Estructura cristal-lografica de la Neq N aillada (50xw), on es ressalten els
residus acids implicats en el procés d’associacié. Dimer format per dues subunitats de NegN
(monomer B i C). Les cadenes polipeptidiques del monomer B i C es mostren en vermell i taronja,
respectivament. L’exteina N del monomer B es mostra en rosa i I'exteina N del mondomer C en groc. En
groc es troba senyalitzada la interficie dimerica. Com es pot observar els residus acids que posteriorment
participen en interaccions electroestatiques amb la NeqC, es troben en regions desestructurades o girs,
excepte el Glu69. D’altra banda, s’observa que tots els residus acids es troben en la cara oposada de la
interficie dimerica, quedant d’aquesta manera exposats a solvent i facilitant la interaccié entre les dues
subunitats. Els residus que formen part de la NegN estan indicats amb la lletra L i els que corresponent a
la NeqC amb la lletra S.

Paper de les exteines

Com s’ha comentat anteriorment, els residus natius que conformen I’exteina N i I'exteina C, en
el complex NegN/NeqC es troben desordenats. Aquest fet es pot atribuir a la petita mida dels
segments de I'exteina presents en aquest precursor, els quals no aconsegueixen plegar-se en
abséncia de la resta dels residus natius de |'exteina, pero també podria ser degut al fet que la
inteina necessiti certa flexibilitat en aquestes regions d’unié exteina-inteina per a dur a terme la
reaccié de splicing [46].

Tot i no presentar cap estructura ordenada, en I'estructura del complex NegN/NeqC s’observen
interaccions especifiques entre I'exteina N i I'exteina C (interaccions 3-4 de la Taula 4.11; Figura
4.55), les quals poden tenir una funcié indirecta en la reaccié de splicing des d’un punt de vista

estructural. Per altra banda, I'exteina N podria desenvolupar un paper essencial en la reaccio de
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splicing, ja que I’Asp-1 interacciona a través de dos ponts d’hidrogen amb I’His29S (interaccions
1-2 de la Taula 4.11; Figura 4.55). De fet aquests resultats estructurals concorden amb els

resultats obtinguts de trans-splicing.

Taula 4.11. Ponts d’hidrogen entre exteina N i exteina C, i exteina N i inteina C.

# Nom Atom Nom Atom Distancia (A)
1 Asp-1L [0D2] His29S [N] 2.86
2 Asp-1L [N] His29S [0] 2.75
3 Gly-2L [N] Thr+1S [0G1] 2.87
a4 lle-4L [0] Asp+2S [N] 3.25
5 lle-4L [N] Asp+2S [0] 3.38

Thr+1S

Asp+2S
lle(-4)L

Figura 4.55. Distancies entre els residus de I’exteina N (rosa) i la NeqC (blau) i I’exteina C
(turquesa). Els ponts d’hidrogen es representen com a linies discontinues. Les distancies es troben
mesurades en A. Els residus que formen part de la NegN estan indicats amb la lletra L i els que corresponen
alaNegCamb lalletra S.

Canvis conformacional en la NegN per la formacio del complex NeqN/NeqC

La comparacié de I'estructura de la NegN aillada amb la NegN formant complex revela que la
NegN experimenta canvis conformacionals durant la formacié del complex, els quals no
impliqguen una pérdua o guany d’estructura global. Aquest resultat concorda amb els espectres

obtinguts per CD (Figura 4.48). Els canvis observats afecten principalment a les regions N- i C-
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terminal de la NegN (Figura 4.56). A continuacid, es descriuen els canvis conformacionals
experimentats per la NeqN durant la formacio del complex (Figura 4.56, Figura 4.57).

En el monomer de la NegN la cadena R8 (residus 67-74), R7 (residus 52-70) i R1 (residus (-7)-(-
1) ) formen un full B antiparal-lel (Figura 4.56, Figura 4.57). Com s’ha vist anteriorment
I'associacié dels dos fragments de la inteina es déna principalment gracies a I'establiment de
nombroses interaccions no covalents entre les cadenes B7 de la NegN i B1 de la NeqC, com a
conseqiencia la cadena R1 de la NeqN aillada desapareix, la cadena R7 s’esdevé més llarga, i la
cadena 38 es torna més curta i canvia de posicid. A més a més, els residus de I'exteina N perden

la seva organitzacio regular en la cadena R1 i es desplacen cap al centre catalitic.

Figura 4.56. Sobreposicié de la NeqN monomérica (50xw) i formant complex amb la NeqC
(50xz). En I'estructura de la NeqN monomerica el fragment N-terminal de la inteina es representa en
taronjaielsresidus de I'exteina N en groc. La NeqN, la NeqC, els residus de I’exteina N i de I'exteina C estan
representats en vermell, blau, rosa i turquesa, respectivament. 1- N-terminal de I'exteina N formant el
complex; 2- N-terminal de I’exteina N monomeérica; 3- C-terminal de la NegN formant el complex; 4- C-
terminal de la NegN monomeérica.
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Figura 4.57. Esquema de l’estructura secundaria de la NegN aillada i en el complex
NegN/NegqC. (a) Representacié de la topologia de la NegN. L’hélix « 2 només es troba en els monomers
C i D. Els residus de I'exteina N formen la cadena 1, mentre que els cinc residus de I'extrem N-terminal
de la NegN no s’han pogut modelar (lineal discontinua). El full B que caracteritza la topologia de la NegN
es troba marcat en blau. (b) representacié de I'estructura secundaria del complex NeqN/NeqC. Els
elements d’estructura secundaria de la NegN i de la NeqC estan indicats amb la lletra L i S, respectivament.
La numeracié dels elements d’estructura secundaria del complex ha seguit sempre que ha estat possible
I’enumeracio de I’estructura de la NegN aillada. La cadena 1 en el complex és absent on els residus de
I’exteina N no adopten cap estructura secundaria definida. Els dos fulls B es troben marcats en blau i en
vermell. Les dues representacions s’han generat utilitzant DSSP [145] i pro-origami [174]

Cal destacar que en el monomer de la NegN el Trp en posicid 52 es troba immobilitzat per

I’establiment interaccions no covalents en un entorn hidrofobic. En el cas dels monomers Ai B

la interaccié es déna entre el grup carbonil del Trp52, el qual forma un pont d’hidrogen amb

I’enllag amida que uneix la Thr74 i la Leu 75. En canvi en els monomers C i D aquesta interaccié

es produeix entre els anells aromatics del Trp52 i la Tyr47 (Figura 4.58). En el complex

NeqN/NeqC aquest Trp queda lliure i la seva cadena lateral queda exposada al solvent. Aquest

canvi de posicié en la cadena lateral del Trp52 explica els espectres obtinguts per CD en la regié

de I'UV proper.
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Figura 4.58. Efecte sobre el Trp52 del canvi conformacional de la NeqgN provocat per
I’associacio amb la NeqC. (a) Dimer format pels monomers B (extrem N-terminal de la inteina indicat
en vermell i els residus de I’exteina N en rosa)) i C (en taronja s’indica la NegN i en groc els residus de
I’exteina N). El pont d’hidrogen establert entre el Trp52 i la Leu75 en el monomer B es troba representat
per una linia discontinua groga, i la interaccié m entre el Trp 52 i la Tyr 47 del monomer C per linia
discontinua vermella. L’establiment d’aquestes interaccions manté el residu de Trp en un entorn ordenat
causant dels espectres de CD en la regié UV-proper obtinguts; (c) Complex NeqN/NeqC on es pot apreciar
la llibertat de moviment en la cadena lateral del Trp52. La NegN i la NeqC del complex es troben
representades en vermell i blau.

Relacid estructural amb altres membres de la familia

Les analisis comparatives de seqiéencies i estructures proteiques tenen un paper clau en la
comprensio de les funcions de les proteines. Assumint que existeix una continuitat evolutiva
entre estructura i funcid, descriure les relacions de semblanca estructural entre proteines
permet conéixer millor la proteina d’estudi.

Amb la finalitat de trobar inteines homologues estructuralment a la NeqN es va utilitzar el
servidor DALI. Aquest servidor on-line va permetre comparar I'estructura resolta de la NegN
formant complex, 50xz, amb la resta d’estructures dipositades en el Protein Data Bank (PDB)
[187]. 'homologia estructural en aquest servidor es mesura amb la puntuacié Z, valors per sobre
de 2 indiquen que existeix una homologia significativa entre les proteines, generalment
correspon a plegaments similars. Fortes homologies es caracteritzen per presentar una identitat
seqliencial per sobre del 20% o bé una puntuacio Z per sobre del limit, el qual depéen de la mida
de la proteina d’estudi. El limit s’estableix empiricament com n/10 — 4, on n és el nombre de

residus de I'estructura [188]. En el cas de la NegN el valor Z limit és 5. Tenint-ho en compte s’han
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trobat quatre inteines d’arqueobacteris hipertermofils que presenten una forta homologia amb
la Neq pol,, P. furiosus RIR1-1 (Pfu RIR1-1; Z-score = 7.0; PDB code 1dq3), T. kodakaraensis Pol-
2 (Tko Pol-2; Z-score = 6.8; PDB code 2cw?7), P. horikosii RadAmini (Pho RadAmini; Z-score = 6.7;
PDB code 4e2u) i P. abyssi Polll ( Pab Polll; Z-score = 5.5; PDB code 2Icj). Cap d’aquestes inteines
és una inteina partida, per lo que es va creure necessari incorporar en I'estudi comparatiu la
inteina partida Npu DnaE (PDB code 4Ix3), la qual mostra una puntuacié Z per sota de la limit,
4.3. Aquests resultats indiquen que en l'estructura tridimensional de la inteina Neq pol
predominen els trets caracteristics de les inteines hipertermofiliques sobre els de les inteines
partides. En la Figura 4.59 es mostra I'alineament seqliencial basat en I'estructura de la NegN
amb les seves homologues. En aquest alineament es mostra que la identitat seqiiencial de la
NeqgN les altres inteines és baixa tot i tenir una estructura tridimensional similar, la qual cosa

suggereix que probablement aquesta inteina presenti un origen evolutiu diferent.

1 10 20 30 40
-7 -1

Neg pol FRKVIYGDSIMD-TEIEVIENGIKKKE LENKY FOIG-~EKHYA YVY
Pfu RIR1-1 IDGKAKITFENEGEEHLTTMEEMYERY GEFY DV IYVESF
Tko Pol-2 I VLEEGEVHFVRIGEL EG--ETEVLEV VPSF
Pho RadA mini ARATEVYYENDTVPHMESIEEMYSKYA GE GY DNVEVY
Pab Polll GATRILVOIDGVPOKITLRELYE ERYE YV EIKVYS
Npu DnaE TEILTVE I EK » ECTVYS

30 60 70 78
Neq pol KVYSIIKHETE DLYEI I
PfuRIR1-1 VKCKVIVIWKYE YEI ILTSP
Tko Pol-2 VKALIRH YTI IKIT
Pho RadA mini IXKT I E LIEI SLKVTP
Pab Polll VLT IKAPA DIL SIFETTVD
Npu DnaE I VA E I T:D

E— >

Figura 4.59. Alineament seqiiencial basat en I’estructura de la NegN formant complex amb
altres inteines les quals presenten una elevada homologia estructural. L'enumeracié dels
residus de la NeqN es troben a sobre de l'alineacid. A sota de l'alineacid s’indiquen els elements
d’estructura secundaria que composen la NegN. Les lletres en majuscula indiquen posicions
estructuralment equivalents en la NeqN, i les lletres en minuscula insercions relatives. Els tipus
d’aminoacids més freqiients es troben acolorits en cada columna. Fletxes blaves: Cadenes R; Cilindres
vermells: helix «.
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Com es pot observar en la Figura 4.60 la superposicié de I'estructura tridimensional de la Neq
pol amb les inteines Pfu RIR1-1, Tko Pol-2, Pho RadAmini, Pab Pol-2 i Npu DnaE és bona.
Tanmateix, es pot observar que tant el domini endonucleasa present en les inteines Pfu RIR1-1
i Tko Pol-2, com el domini extra Stirrup que es troba en la inteina Pfu RIR1-1, no interfereixen
en el plegament del domini HINT (RMSD= 1.9 A per Ialineacié entre Neq pol i Pfu RIR1-1 (1dqg3);
RMSD= 1.5 A per I'alineacié entre Neq pol i Tko Pol-2 (2cw7)). Com ja s’ha comentat
anteriorment el plegament del domini HINT es caracteritza per adoptar una estructura semblant
a una ferradura, la qual es divideix en dos lobuls. La superposicio de la Neq pol amb les diferents

inteines mostra que la Neq pol és la inteina amb el segon Iobul més petit.
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Figura 4.60. Superposicio de les estructures tridimensionals de la Neq pol amb altres
inteines homologues. Aquestes superposicions permeten veure del domini HINT i la forquilla
hipertermofilica (HTH) (senyalitzada en blau). (a) Superposicié amb la inteina Pfu RIR1-1 (RMSD= 1.9 A;
PDB 1dq3); (b) superposicié amb la inteina Tko pol-2 ( RMSD= 1.5 A; PDB 2cw7); (c) superposicié amb la
inteina Pho RadAmini (RMSD= 2.1 A; PDB 4e2u); (d) superposicié amb la inteina Pab pol-Il (RMSD= 3.6 A;
PDB 2Icj); () superposicié amb la inteina Npu DnaE (RMSD= 8.1 A; PDB 4Ix3). La inteina Neq pol i les seves
exteines s’assenyalen en vermell i taronja, respectivament.
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4.3.4. Centre catalitic de la Neq pol: Implicacions en el mecanisme de splicing

Com s’ha vist en la introduccid d’aquesta tesi els quatre blocs que contenen els residus
essencials per a la reaccié de splicing comuns a totes les inteines estan dividits en les inteines
partides, dos es troben en la inteina N (A i B) i els altres dos en la inteina C (F i G) [6]. Les
estructures obtingudes en aquesta tesi permeten reconsiderar els blocs definits per a la Neq pol,
proporcionant un marc estructural Unic per aquesta reaccié de splicing on no participa cap Cys,

en la qual sembla que juguen un paper clau els residus de I'exteina N i I'exteina C.

Formacié de I'intermediari lineal

Wang i col-laboradors han proposat la His10 del bloc B com a residu essencial per a la formacio
de I'intermediari lineal [30]. En el cas de la Neq pol la His79L del bloc B es troba massa lluny de
la SerlL per a desenvolupar el rol descrit per Wang i col-laboradors (14.8 A entre el Ca de la
Serll i la His79L). En el cristall hexagonal, la SerllL de la Neq pol adopta dues conformacions
diferents, en una el grup hidroxil interacciona amb I'atom NE de I'anell d’imidazol de la His61L,
3.5 A (Figura 4.61). D’aquesta manera, la His61L podria actuar com a base i facilitar la
desprotonacioé del grup hidroxil de la Ser1L iniciant el desplacament N-O acil. No obstant aixo, la
distancia entre I'amida de la cadena principal de la Ser1L i I'atom ND de I'His61L és forga llarga
(6.7 A), especialment si es compara amb altres estructures d’inteines de classe 1 (~ 2.8 A) [44],
[189]-[191], perqué la His61L actui com a acid protonant el grup amida sortint. En el cas de la
Neq pol aquesta funcié la podria realitzar I’Asp-1, el qual podria ser I'encarregat de protonar el
grup amida sortint de I'intermediari lineal. L'oxigen del carboxilat de la cadena lateral de I’'Asp-
1 es troba formant un pont d’hidrogen amb una molecula d’aigua, la qual a la vegada
interacciona amb el grup amida de la Ser1L (Figura 4.61). Tanmateix, aquesta molécula d’aigua
estableix simultaniament ponts d’hidrogen amb oxigens de la cadena principal de la Serll i
Ser76L i amb el grup hidroxil de la Ser76L, el que recolza la seva funcié en el desenvolupament
de l'intermediari tetraédric, rol que normalment desenvolupa la histidina del bloc B.

Un altre residu que es proposa com a important per I'activitat de les inteines és I'Asp del bloc F.
En la Neq pol, I'’Asp13S adopta diferents conformacions (Figura 4.61), en una d’elles el grup
carboxilat de la cadena lateral interacciona amb el grup hidroxil de la SerlL (3.3 A). La cadena
lateral del Asp13S protonada podria actuar com a donadora d’hidrogens, estabilitzant I’oxianié
de la SerlL i facilitant la formacid de I'anell oxioxazolidina en I'intermediari tetraédric, de

manera similar al proposat per la inteina Mtu RecA [52].
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Resultats i Discussio

Altres estudis indiquen que una distorsié en el pla de I’enllag peptidic -1 facilita I’atac nucleofilic
de la histidina del bloc B [41], [45], [191], [192]. En les estructures del complex de la Neq pol no
s’observen grans desviacions del pla de I'enllag peptidic -1, la qual cosa concorda amb el fet que

el grup ND de I'anell d’imidazol es trobi lluny del N amida de la Ser1L.
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b _
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Asp-1L
SerlL
Asn30S
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¢
‘3.3
¢
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Figura 4.61. Centre actiu de la Neq pol. (a) Obtingut a partir dels cristalls hexagonals. En una
de les conformacions, la His61 interacciona amb el grup hidroxil de la Serl. Una molecula d’aigua
interacciona amb I’enllag amida de la SerlL i I'oxigen del carboxilat de I'Asp-1. (b) En els cristalls
tetragonals no s’observen els residus de I'exteina C. En una de les conformacions, I'’Asp13S
interacciona amb el grup hidroxil de la Serliamb I'amida de I’Asp-1 Els residus del fragment N- i C-
terminal de la inteina estan indicats en vermell i blau, respectivament. En rosa i turquesa es troben
indicats els residus de les exteina N i C. Les molecules d’aigua es troben representades com esferes
blaves. Els residus de la NegN i de la NeqC estan indicats amb la lletra L i S, respectivament. Les
distancies entre els residus s’indiquen amb linies discontinues grogues i estan mesurades amb A.
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Trans-Esterificacio

En la trans-(tio)esterificacid de I'exteina N I'exteina N passa d’estar unida del primer residu
catalitic de la inteina a la cadena lateral del primer residu de I'exteina C, mitjancant un enllag
(tio)-ester, formant-se d’aquesta manera l'intermediari ramificat. Aquest pas es troba poc
caracteritzat, pero estudis recents suggereixen que I’Asp del bloc F juga un paper clau.
L’estructura del complex NegN/NegN aporta per primer cop la distancia entre els dos nucleofils
(~7.8 A entre els hidroxils de la Ser1Lila Thr+1S, i ~7.4 A entre el grup carbonil de I'Asp(-1)L i de
I’hidroxil de la Trh+1). En una de les conformacions observades per la Serl1L i ’Asp13S, I'Asp es
troba interaccionant amb la SerllL i I'His61L, fent possible la seva participacid en el primer pas
de la reaccié de splicing com s’ha descrit anteriorment (Figura 4.61-b). En una altra conformacio,
el grup carboxilic de la cadena lateral de I’Asp13S es dirigeix cap a I’enllag peptidic entre I’Asn30S
i la Thr+1, tot i que la distancia és molt gran (6.8 A entre el grup OD2 de ’Asp13Si el grup OG de
la Thr+1) per a l'activacié del grup hidroxil de la Thr+l, tret que es produeixi un canvi
conformacional que els acosti i/o que participi una molécula d’aigua (Figura 4.61-a). D’altra
banda, en aquesta conformacié I’Asp13S interacciona a través d’'una molécula d’aigua amb la
cadena lateral de I’Asn30S (Figura 4.61-a), la qual catalitza la hidrolisi de I'intermediari ramificat
després de la trans-esterificacio. La interaccio entre I’Asp13S i I’Asn30S col-loca la cadena lateral
de I’Asn lluny de I'enllag peptidic a hidrolitzar, prevenint d’aquesta manera la ciclacié de I’Asn.
Aquesta interaccidé implica que és necessari que es produeixi un canvi conformacional en
I’estructura per a que la cadena lateral de I’Asn cicli. Aquest tipus d’interaccié s’ha trobat en la

inteina RadA de Pyrococcus horikoshii [193].

Ciclacio de I’Asn i alliberacid de la inteina

En I’Gltim pas de la reaccid de splicing juga un paper essencial I’Asn del bloc G, el nitrogen de la
cadena lateral, el qual ataca nucleofilicament el carboni carbonil de I'enllag peptidic +1, formant-
se succinimida. En l'estructura del complex NegN/NeqC la cadena lateral de I’Asn30S
interacciona establint ponts d’hidrogen amb els atoms O i N de I'esquelet polipeptidic de la
Leul4S i la Thr16S, respectivament (Figura 4.61-b). Aixi com ja s’ha comentat anteriorment
també amb el grup OD2 de I’Asp13S a través d’una molécula d’aigua. Les interaccions directes i
indirectes amb els residus Leu14S i Asp13S, respectivament, fan que la cadena lateral de I'Asn
estableixi una conformacié desfavorable per a la seva ciclaci6. Com ja s’ha comentat
anteriorment, aquests resultats indiquen que perqueé es produeixi aquest Ultim pas de la reaccio
és necessari un canvi conformacional. Aixo0 podria ser una estratégia per a minimitzar les

reaccions d’hidrolisi de I’extrem C-terminal en un context natiu.
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5. Conclusions






Conclusions

Els residus flanquejants de les regions d’unid exteina-inteina sén essencials perque es
produeixi la reaccié de trans-splicing. En aquest treball s’ha demostrat que la inteina
Neq pol tan sol catalitza la reaccié de trans-splicing de manera coordinada quan en el
precursor N es conserva la seqliéncia peptidica de set residus de I'exteina salvatge i en
el precursor C es mantenen com a minim tres residus salvatges. En |'estructura
cristal-lografica obtinguda per difraccié de raigs X del complex NeqN/NeqC (oxz)
s’observa com els residus lle-4, Gly-2 i Asp-1 de I'exteina N interaccionen especificament
amb I'His29 de la NeqCii els residus Thr+1 i Asp+2 de I'exteina C. Probablement aquestes
interaccions orienten correctament el centre catalitic de la inteina.

La reaccié de trans-splicing catalitzada per la inteina partida Neq pol depéen de la
temperatura ates que no s’observa la reaccidé a temperatures per sota de 50°C.

En aquelles reaccions on el precursor N no conserva la seqliencia salvatge de I'exteina
N, la inteina Neq pol no és capag de coordinar les diferents etapes que constitueixen la
reaccié de trans-splicing, produint-se les reaccions d’hidrolisi de I’extrem N- i C-terminal.
S’ha comprovat també que la ciclacié de la cadena lateral de I’Asn es dona de manera
prematura, i comporta la hidrolisi de I'extrem C-terminal. Aquesta reaccié és
independent de la temperatura. Al contrari, sembla que la hidrolisi de I'extrem N-
terminal es produeix només a temperatures superiors als 50°C, indicant que la
temperatura modula la primera etapa de la reaccid de trans-splicing de la Neq pol.

La substitucié de la Ser en posicié 1 per Cys provoca que I'eficiéncia de la reaccié de
trans-splicing sigui més elevada, ja que s’augmenta tant la velocitat de la reaccié com el
rendiment d’aquesta.

La NegN és resistent a la desnaturalitzacié per SDS, per urea i a la digestié per proteases
el que indica que es tracta d’una proteina cinéticament estable, la qual presenta una
inusual rigidesa en la seva estructura nativa, propietat caracteristica de les proteines
hipertermofiliques. Presenta una Tm de 105 °Ci el seu desplegament és irreversible.
L'estructura cristal-lografica obtinguda de la NeqgN lliure es va resoldre amb una
resolucié de 2.6 A a partir de cristalls monociclics. Cada cristall esta format per quatre
monomers per unitat asimetrica que estan organitzats en dos dimers. D’acord amb els
resultats obtinguts per SEC i ultracentrifugacid, el dimer és I'estat predominant de la
NeqgN en solucid a concentracions elevades. Probablement, la dimeritzacié sigui un dels
mecanismes adoptats per la inteina per augmentar la seva termoestabilitat, ja que

d’aquesta manera es redueix I'area de superficie hidrofobica exposada a solvent.
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Elmonomer NegN es troba estabilitzat per nombrosos ponts d’hidrogen intramoleculars
i intermoleculars entre la inteina i I'exteina i entre els monomers que conformen el
dimer. També s’han observat ponts salins i interaccions de tipus m. Agquestes
interaccions no s’han descrit en altres inteines partides, la qual cosa suggereix que
poden jugar un paper important tant en el manteniment de I'estructura nativa com en
la termoestabilitat de la proteina.

La velocitat d’associacié entre els fragments NeqN/NeqC augmenta gradualment amb
la temperatura. El seu procés d’associacié presenta una elevada energia d’activacio
(89.5 KJ/mol), caracteristica de proteines molt estables, les quals necessiten trencar
enllacos per associar-se. Probablement, aquesta elevada energia d’activacio sigui
consequeéncia de qué per poder formar el complex NegN/NeqC s’han de trencar
interaccions que estabilitzen el dimer NegN. Aquests dos fragments s’associen amb una
elevada afinitat, presentant un valor de Kd de, 18.6 nM a 25°C. El procés és espontani
amb un valor de AG (25°C)=-1.73 kcal-mol* essent desfavorable des d’un punt de vista
entropic, ja que presenta un valor de AH°= 2.36%1.5 kcal-mol™.

D’acord amb els resultats obtinguts es proposa el seglient mecanisme d’associacié entre
els dos fragments de la inteina partida Neq pol:

La NeqgN lliure es troba en un estat dimeric i la NeqC desplegada. En un primer contacte
governat per interaccions electroestatiques entre la NeqC i la NegN dimerica, la NeqC
promou la desestabilitzacid de la forma dimerica de la NeqN. Aquest procés, com
qualsevol altre, es veu afavorit per la temperatura, pero no esta controlat per aquesta.
Després es produeix una reorganitzacié estructural formant-se el complex NegN/NeqC,
on la NeqC assoleix la seva estructura terciaria.

La Tm del complex NeqN/NeqC és la mateixa que per la NegN lliure, 105°C, la qual cosa
indica que I'associacio de la NeqC no estabilitza la NegN.

El complex NegN/NeqC adopta I'estructura en ferradura ordenada caracteristica dels
dominis HINT. En canvi, els residus que es troben en els llocs d’unié exteina-inteina es
troben desordenats, la qual cosa suggereix que la inteina necessiti certa flexibilitat en
aquestes regions per dur a terme la reaccié de splicing.

La interficie del complex NeqN/NeqC esta estabilitzada per nombrosos ponts d’hidrogen
i interaccions hidrofobiques entre els residus que la conformen i per complementarietat
electroestatica la qual segurament és molt important en el procés d’associacié entre els

fragments de la Neq pol.
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Conclusions

En I'estructura tridimensional de la NegN formant complex amb la NeqC predominen
els trets caracteristics de les inteines hipertermofiliques sobre els de les inteines
partides mesofiles. En I'estructura de la NegN es troba la forquilla 8 HTH, formada per
les cadenes R4 i 5, la qual no es troba en cap de les estructures resoltes d’inteines
mesofiles partides.

Amb relacié al mecanisme de splicing, el paper acid/base descrit per la His del bloc B en
la formacio de I'intermediari lineal, en la inteina Neq pol el duria a terme la His61 i I’'Asp-
1.

L’Asp13S pot tenir un doble paper en la reaccid de trans-splicing i intervenir en la
formacid de I'intermediari lineal i ramificat. En el primer pas de la reaccié pot actuar
com a donador de protons estabilitzant I'oxianid en l'intermediari tetraédric. En la
formacio de I'intermediari ramificat I’Asp13S podria comportar-se com una base i captar
un proté del grup hidroxil de la Thr, encara que la distancia entre el grup carboxilat de
I’Asp13Si el grup hidroxil de la cadena lateral de la Thr és molt gran perqué es produeixi,
el que indica que s’ha de donar un canvi conformacional que ho permeti.

L’Asn30S interacciona amb els residus Leu14S, Asp13S i Thr16, provocant que aquest
residu adopti una conformacid desfavorable per la ciclacié de la seva cadena lateral.
Aquest potser un mecanisme per a minimitzar les reaccions d’hidrolisi de I'extrem C-

terminal.
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Annex A. Purificacions per cromatografia d’afinitat Ni-NTA a pressié atmosferica dels
precursors N i C i del complex NeqN/NeqC per a posteriors reaccions de
splicing.

Les cel-lules obtingudes de la produccid del precursor corresponent a 37°C es van resuspendre
amb tampd de lisi (20 mM Tampd fosfat a pH 7.4, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, 1ImM PMSF),
després de la lisi cel-lular la fraccié soluble es va carregar en la resina Ni-NTA préviament
equilibrada amb el tampd de lisi. Després de recollir el través, la columna es va rentar amb 5 VC
de solucid de rentat 1 ( tampé de lisi), 5 VC de tampd de rentat 2 (tampé de lisi + 25 mM) i 3 VC
de tampd de rentat 3 (tampo de lisi + 50 mM Imidazol) i finalment, es va passar 5 CV de solucié
E (tampd de lisi + 250 mM Imidazol). Les fraccions que presentaven la proteina es van ajuntar i

dialitzar enfront del tampd corresponent.

M Tot Sol Trav R1 R2 R3 E1

“ S Qe «— H6MBP(GD)-NegN

()1

Figura 1. Analisi per SDS-PAGE de I'expressid i de la purificacid per cromatografia d’afinitat Ni-NTA a pressio
atmosferica del precursor N: H6MBP(GD)-NegN (56492.6 Da). Tot: Fraccid total; Sol: Fraccid soluble; Trav:
Través; R1: Rentat 1; R2: Rentat 2; R3: Rentat 3; E1: Elucid.

M Tot Sol Trav Rl R2 R3 E1

4 B <«— NeqC-(TD)GB1H6

Figura 2. Analisi per SDS-PAGE de I'expressid i de la purificacid per cromatografia d’afinitat Ni-NTA a pressio
atmosferica del precursor C: NeqC-(TD)GB1H6 (12146.5 Da). Tot: Fraccio total; Sol: Fraccid soluble; Trav:
Través; R1: Rentat 1; R2: Rentat 2; R3: Rentat 3; E1: Elucid.
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M Tot Sol Trav RI R2 R3 E1

H6GB1(D)-NeqSC-(TDS)ZHER2

Figura 3. Analisi per SDS-PAGE de I'expressid i de la purificacié per cromatografia d’afinitat Ni-NTA a pressio
atmosférica del precursor en cis: H6GB1(D)-NeqSC-(TDS)ZHER2 (31997.7 Da). Tot: Fraccié total; Sol: Fraccid
soluble; Trav: Través; R1: Rentat 1; R2: Rentat 2; R3: Rentat 3; E1: Elucid.

T R1 R2R3El1 E2 M KDa BME + -

H6GB1(wt)-NegN(S1C)*
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NeqC-(TD)ZHER2 > 10

Figura 4. Analisi per SDS-PAGE de la copurificacié del complex H6GB1(wt)-NeqN(S1C)/NeqC-(TD)ZHER2.
(a) Analisi de la copurificacid per cromatografia d’afinitat Ni-NTA del complex format pels precursors:
H6GB1(wt)-NeqN(S1C) i NeqC-(TD)ZHER2. (b) Comprovacio de I'origen de les estructures multimériques
formades per molécules de precursor N. (*)Estructures multimériques; T: Través; R1: rentat 1; R2: rentat
2; R3: rentat 3; E1: elucid 1: E2: elucid 2; M: Marcadors de massa molecular.
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Annex B. Purificacié per cromatografia d’afinitat Ni-NTA a pressido atmosferica sota

condicions desnaturalitzants de la NeqC utilitzat per a la caracteritzacié del

procés d’associacid.

b T RI RIl E

d .
15 rlf -
<+— NeqC
. ™

Tot Sol Ins d

3|

Intens. [a.u.]|
@
6231.688
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Figura 1. Analisi per SDS-PAGE del procés de purificacido del precursor C NeqC (6139.8 Da) per
cromatografia d’afinitat a pressié atmosférica sota condicions desnaturalitzats. (a) Les cél-lules obtingudes
de la produccié de 100 ml de cultiu es van resuspendre amb 10 ml de tampé de lisi (20 mM fosfat a pH 7.2,
0.5 M NaCl, 1 mM EDTA). L’extracte cel-lular es va lisar i es va separar la fraccid soluble de la insoluble per
centrifugacié (20 minuts, 14000 rpm a 4°C). M: Marcador de massa molecular; Tot: Fraccid total; Sol:
Fracciéd soluble; Ins: Fraccié insoluble. (b) Purificacié per cromatografia Ni-NTA sota condicions
desnaturalitzants. Les cél-lules obtingudes de la produccié a 37°C es va resuspendre amb tampé de lisi ( 20
mM tampd fosfat a pH 7.2, 0.5 M NaCl, 20 mM Imidazol, 8 M urea), la fraccié soluble es va carregar en la
resina Ni-NTA previament equilibrada amb el tampd de lisi. Després d’eluir el través, la columna es va
rentar amb 5 VC de solucié Rl (tampd de lisi), 5 VC de solucié Rll (tampd de lisi + 50 mM Imidazol) i
finalment, es va passar 5 CV de solucid E (tamp0 de lisi + 250 mM Imidazol). Les fraccions que presentaven
la proteina es van sotmetre a diferents passos de dialisi per a retirar la urea, finalment es va dialitzar en
front H,0 MilliQ. T: Través; RI: rentat 1; Rll: rentat 2; E: Elucid. (c) Analisi de solubilitat del precursor C
després de la dialisi en front H,O Milli-Q després de la purificacid. Tot: Total; Sol: Soluble; Ins: Insoluble.
(d) MALDI-TOF.






Annex C. Identificacio per Western blot de bandes obtingudes per SDS-PAGE de
diferents reaccions de trans-splicing.

M Oh 24h
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Figura 1. Western blot (Anti-His tag) de la reaccid de trans-splicing catalitzada pel precursor N,
H6MBP(GD)-NegN, i el precursor C, NeqC-(TD)GB1H6 a 50°C.
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Figura 2. Identificacié de les bandes obtingudes per 12%SDS-PAGE de la reaccid splicing utilitzant el
precursor en cis H6GB1(D)-NeqSC-(TDS)ZHER2 a pH 8.0 a 70°C. (a) Western blot (Anti-His tag) (b) MALDI-
TOF.
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Figura 3. Western-Blot (Anti-His tag ) per I'analisi de la reaccié de trans-splicing catalitzada pels precursors:
H6GB1(wt)-NeqN i NeqC-(TDS)ZHER2 en un rang de pH entre 3.5-9.0. Els precursors s’han coexpressat i
copurificat per cromatografia d’afinitat Ni-NTA. Per cada pH s’ha preparat una solucié dels precursors a
una concentracio final de 20 uM. a) Rang de pH: 3.5-6.0 (b) Rang de pH: 7.0-10.8



Annex D. Analisi d’expressid i solubilitzacié del precursor C, NeqC-(TD)ZHER2

M Tot Sol |Ins

<«— NeqC-(TDS)ZHER2

Figura 1. Analisi d’expressio i de solubilitat del precursor C, NeqC-(TD)ZHER2 (pskBAD2) a 18°C. M:
Marcador de massa molecular; Tot: fraccio total; Sol: Fraccié soluble; Ins: Fraccid insoluble.
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Annex E. Purificacié de la NegN
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Figura 1. Seguiment del procés de purificacio de la NeqN. Purificacié del precursor H6TEV(wt)-NegN (14841.6
Da) (a) Perfil d’absorbancia a 280 nm obtingut de la cromatografia Ni-NTA. (b) Analisi per SDS-PAGE de les
fraccions obtingudes de la cromatografia. (1) Extracte cel-lular abans d’afegir I'lPTG; (2) Fraccid soluble i (3)
insoluble després de la lisi cel-lular; (4) Través; (5) Elucié de la cromatografia d’afinitat Ni-NTA I.(6) Marcadors
de massa molecular. Purificacié de la NegN (12861.5 Da). (c) Perfil d’absorbancia a 280 nm obtingut de la
cromatografia Ni-NTA realitzada després de la digestiéo amb la proteasa TEV. (d) Analisi per SDS-PAGE de la
digestid per la proteasa TEV i de les fraccions obtingudes de la cromatografia. (1) Mostra després de la
digestid; (2) Mostra després de la dialisi; Fraccions obtingudes per cromatografia Ni-NTA: (3) Través (4)
Elucid; (5) Marcadors de massa molecular. Fletxa taronja: H6-TEV (27495.2 Da) Fletxa verda: H6TEV (1998.6
Da). Fletxa vermella: NegN. Analisi de la puresa obtinguda al final del procés de purificacié per: (e) MALDI-
TOF (f) i per SDS-PAGE. (1) Marcadors de massa molecular; (2) NeqN.
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Annex F. Identificacié per SEC de la NegN, NeqC i complex NeqN/NeqC
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Figura 1. Perfils d’absorbancia a 280 nm obtinguts per SEC
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Figura 2. Recta patro per a la determinacié de la massa molecular de la NegN, NeqC i el complex per SEC.
La recta patré es va obtenir a partir dels temps de retencidé obtinguts de I'analisi per cromatografia
d’exclusi6 molecular de diferents proteines globular de massa molecular coneguts. (a) Perfils
d’absorbancia obtinguts de I’analisi de les diferents proteines amb massa molecular conegut i la NegN,
NeqC i el complex NeqN/NeqC per cromatografia d’exclusié molecular. (b) Recta patroé obtinguda a partir
dels temps de retencié obtinguts per SEC i el In de la massa molecular (R?= 0.996) Els punts negres
corresponent a les diferents proteines de massa molecular conegut, el punt verd correspon a la NegN, el
punt rosa a la NeqC i el punt vermell al complex NeqN/NeqC.

Taula 1. Masses moleculars experimentals obtinguts per SEC de la NegN, la NeqC i el complex NegN/NeqC.

[uM] Retencié Mitjana Desv. Ln Mw Mw (Da) Mw (Da)
(min) Stand. Experimental Teorica
Complex 356 22,53 22,52 0,01 9,872716 19,3939 19001,3
22,52
22,51
NEQn 325 20,29 20,31 0,096 10,263223 28,659 12861,5
20,22
20,41
NEQc 50 26,33 9,199489 9892,07 6139,8
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Annex G. Estudi per DSC de I'efecte del tampd sobre la NegN
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Figura 1. Termograma obtingut per DSC del procés de desnaturalitzacié de la inteina NegN en tampd
fosfat i tampd Tris-HCl. Experiments realitzats a una concentracié de 26 uM de proteina amb 20 mM
tampé fosfat/Tris-HCl a pH 8.0, 150 mM NaCl i 1 mM EDTA a una velocitat d’escombrat de 90K/min. Linia
rosa: traga de desplegament de la NeqN amb Tris ; Linia verda: traca de desplegament de la NeqN amb
Tris
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Annex H. Interaccions entre I’exteina N i la inteina N, aixi com les interaccions que

estabilitzen la interficie dimérica

Taula 1. Ponts d’hidrogen entre I'exteina N i la inteinaN.

# Nom Atom Nom Atom Distancia (A)
1 Ser-10 [0G] Ser7/6 [0G] 3.38
2 Gly-9 N] Thr74 (0] 2.83
3 Gly-9 N] Thr74 [0G1] 351
4 Ser-8 N] Thr74 [0G1] 3.40
5 Ser-8 [0G] Thr74 [0G1] 3.07
6 Lys-6 N] Gly72 (0] 272
7 Lys-6 INZ] Asp48 [0D1] 3.39
8 Lys-6 INZ] Asp48 [0D2] 3.47
9 lle-4 N] lle70 (0] 3.02
10 Tyr-3 [OH] Glu69 [OE1] 3.45
11 Gly-2 IN] Tyré8 (0] 3.07
12 Ala-11 [0] Arg51 [NH1] 2.64
13 Ala-11 [0] Thr74 [0G1] 3.52
14 Ser-10 [0G] Arg51 [NH] 321
15 Ser-10 [0G] Ser76 N] 3.87
16 Ser-8 (0] Thr74 N] 3.10
17 Ser-8 [0] Thr74 [0G1] 334
18 Lys-6 [0] Gly72 N] 3.01
19 lle-4 0] lle70 N] 2.66

7-8: ponts salins

Taula 2. Ponts d’hidrogen i entre cadenes laterals de residus aromatics presents en la interficie

dimérica.
# Nom Atom Nom Atom Distancia (A)
1 Sers3 [0G] GIn32 [0] 3.04
2 Ser57 [0G] Tyrs6 [OH] 276
3 Tyrs6 [OH] Ser57 [0G] 2.66
4 Tyrs6 [OH] Asn71 [0D1] 3.29
5 Asn71 [0D1] Tyrs6 [OH] 3.45
6 Sers3 [0G] GIn32 N] 2.93
7 Phe40 - Lys54 - 4.7
8 Phe-7 - Phe-7 - -39

7-8: interaccions 1t

1i 6: interaccions asimetriques.
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Annex |. Espectres d’emissio de fluorescencia i corbes d’unié obtingudes del procés
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Figura 1. Espectres d’emissio de fluorescéncia (A = 298 nm) del procés d’associacié entre NegN i NeqC-
obtinguts a diferents temperatures. (a) 25°C; (b) 36°C; (c) 46°C; (d) 55°C; (e) 64°C; (f) 74°C. Les linies de
color morat i groc corresponen als espectres obtinguts de la NegN sola al inici i al final de la reaccid,
respectivament. Les linies de color blau i vermell corresponen als espectres obtinguts de la NeqN al inici i
al final del procés d’associacio, respectivament. En I'espectre a 64°C en verd es troba I'espectre obtingut
de la NeqCi en negre del tampé.
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Figura 2. Corbes d’uni¢ a diferents temperatures. (a) 25°C; (b) 36°C; (c) 46°C; (d) 55°C; (e) 64°C. La linia de
color vermell representa la disminucid de la fluorescencia al llarg del temps de la NeqN acomplexada, i la
linia de color negra correspon al seguiment de la fluorescencia de la NegN lliure.v

Figura 3. Grafic d’Arrhenius.
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Annex J. Espectres d’emissié de fluorescencia i corbes d’unié obtingudes del procés

d’associacié entre els dos fragments de la inteina Neq pol a concentracions
creixents de NeqC per a I'estudi dels parametres termodinamics del procés.
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Figura 1. Espectres d’emissid de fluorescencia (A= 298 nm) de la (NegN a una concentracié de 24 uM en
abséncia i en presencia de concentracions creixents de NeqC a diferents temperatures. (a) 25°C; (b) 30°C;
(c) 40°C; (d) 50°C; (e) 60°C. Els espectres en color negre corresponen als obtinguts per la NegN sola, i els
espectres de color vermell corresponen als adquirits de la combinacié de 24 uM (NegN + 61 uM de NeqC.
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Figura 2. Espectres d’emissio de fluorescéncia (A= 298 nm) de la NegN a una concentracié de 14,4 uM en
abséncia i en presencia de concentracions creixents de NeqC a diferents temperatures (a) 20°C; (b) 25°C;
(c) 30°C; (d) 35°C; (e) 40°C. Els espectres en color negre corresponen als obtinguts per la NeqN sola, i els
espectres de color vermell corresponen als adquirits de la combinacio de 14,4 uM NegN + 46 uM de NeqC.
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Figura 3. Espectres d’emissié de fluorescencia (A= 298 nm) de la NegN a una concentracié de 20 uM en
abséncia i en presencia de concentracions creixents de NeqC a diferents temperatures (a) 25°C; (b) 35°C;
(c) 45°C; (d) 55°C; . Els espectres en color negre corresponen als obtinguts per la NegN sola, i els espectres
de color vermell corresponen als adquirits de la combinacio de 14,4 uM NegN + 46 uM de NeqC.
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Figura 4. (a) Corbes d’unié (b) regressio lineal.
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Annex K. Interaccions que estabilitzen la interficie del complex NeqN/NeqC

Taula 1. Ponts d’hidrogen presents en la interficie d’associacid entre els dos fragments de la inteina Neq.

NeqC NegN T |
# Nom ; Atom Nom : Atom LHEERIY
1 Arg2 [N] Glu69 [0] 3.24
2 Arg2 [NE] Glu69 [OE1] 2.8
3 Arg2 [NH1] Glu69 [0] 3.49
4 Tyr3 [OH] Asp66 [0D1] 2.55
5 Leud [N] Leu67 [0] 2.87
6 Lys6 [NZ] Glu64 [0] 5.70
7 Lys6 [NZ] Asp66 [0D2] 4.40
8 Lys7 [N] Thr65 [0] 3.14
9 Arg8 [NE] Glu62 [OE2] 2.80
10 Arg8 [NH2] Glu3s [OE1] 2.97
11 Arg8 [NH2] Glu62 [0] 3.64
12 valg [N] Thr63 [0] 3.26
13 Leull [N] His61 [0] 2.85
14 Tyr12 [N] lle2 [0] 2.77
15 Asp13 [N] lle59 [0] 2.93
16 Serl5 [N] Ser57 [0] 2.87
17 Glul7 [N] Lys54 [0] 2.97
18 Ser18 [0G] Asp48 [0D2] 2.69
19 Lys20 [NZ] Asp48 [0D2] 4.2
20 Lys20 [NZ] Glus0 [OE1] 3.81
21 Tyr22 [N] Tyrd7 [0] 2.91
22 Asn24 [ND2] Asn71 [0] 2.71
23 His29 [N] Asp-1 [0D2] 2.86
24 Asp+2 [N] lle-4 [0] 3.25
25 Arg2 [0] Glu69 [N] 2.89
26 Glys [0] Leu67 [N] 3.01
27 Lys7 [0] Thré5 [N] 2.98
28 valg [0] Thr63 [N] 3.27
29 Leull [0] His61 [N] 2.89
30 Tyr12 [0] lle2 [N] 2.93
31 Asp13 [0] lle59 [N] 2.97
32 Serl5 [0] Tyrs6 [N] 2.82
33 Serl5 [0] Ser57 [N] 3.41
34 Glul7 [OE1] Tyrs6 [OH] 2.80
35 Asn24 [0] Asn71 [ND2] 2.92
36 His29 [0] Asp-1 [N] 2.75
37 Thr+1 [0] Gly-2 [N] 2.87
38 Asp+2 [0] lle-4 [N] 3.38

Les interaccions entre els residus s’han obtingut utilitzant el servidor PISA[185].
El grup 1 d’interaccions polars esta marcat en color verd, el grup 2 en color lila, el grup 3 en color blau i el grup 4 en
color vermell
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