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RESUM

Les inteines sén dominis proteics interns que son capagos d’autoescindir-se de la cadena
polipeptidica precursora i catalitzar la unié de les seqiiencies flanquejants (exteines) mitjancant un
enllag peptidic. La capacitat d’autoescindir-se és un procés post traduccional anomenat tall i unié. El
procés és intramolecular, autocatalitic i no requereix d’enzims auxiliars, cofactors ni energia
metabolica. Aquest mecanisme de tall i unié pot dur-se a terme també en trans. En aquest cas, la
inteina es troba partida en els fragments N i C terminals on cadascun d’ells porta unida la seva
exteina. Aquests dos fragments de la inteina sén capagos d’associar i lligar les exteines que porten
unides donant lloc a una proteina funcional. Entendre aquest mecanisme de tall i unié i com els
dominins de les inteines en trans sén capaces d’associar, ha permes el desenvolupament
d’aplicacions basades en inteines com sén, per exemple, la purificacié de proteines, la ciclacié o el
marcatge isotopic de dominis proteics entre moltes altres. Per tal que una inteina pugui ser utilitzada
en aquestes tecniques cal que aquesta presenti una bona termoestabilitat, catalitzi el mecanisme de
tall i unié rapidament, sigui soluble i la seva eficiencia sigui independent de I'exteina que porta
unida. Fins a I'actualitat, la trans inteina Npu DnaE és una de les inteines que compleix millor aquests

requisits.

En aquest treball s’ha estudiat I'estabilitat térmica que presenta aquesta inteina en un rang de
diferents pHs tant quan aquesta es troba formant una Unica cadena polipeptidica, com partida en
forma de fragments Iy i Ic i s’"ha estudiat també I'estabilitat del fragment Iy aillat. Els resultats han
mostrat que en tots els casos I'estabilitat és més elevada a pHs lleugerament basics i, quan la inteina
es troba formant una Unica cadena polipeptidica, presenta una major estabilitat respecte quan es
troba en forma dels dos fragments |y i I.. L'estabilitat és inferior encara quan el fragment Iy es troba
aillat. El replegament d’aquestes tres variants també segueix aquest patré on s’observa un major
grau de plegament quan la inteina forma una Unica cadena polipeptidica i és completament
inapreciable en el cas del fragment Iy. Aquests resultats suggereixen que hi hauria una sinérgia
mutua entre els fragments |y i Ic per tal que la inteina adoptés la seva estructura tridimensional

nativa.

Per altra banda, s’ha estudiat com es veu afectada I'activitat de la inteina quan es substitueixen les
Cys+1 i Cysl per Ser, tant quan la inteina forma una Unica cadena polipeptidica com quan es troba
partida en els fragments Iy i lIc. En ambdds casos, la mutacié C+1S bloqueja I'activitat d’aquesta a
209C, pero es reconstitueix I'activitat a mesura que s’incrementa la temperatura fins als 602C. A
partir de 509C, les inteines mutants presenten una activitat igual a la inteina salvatge. En el cas de la
mutacié C1S s’abolia completament I'activitat d’aquesta inteina en tot el rang de temperatures. Igual
que en el cas de la doble mutacié C+1S i C1S. Per tant, la variant C+1S podria ser utilitzada com a

eina biotecnologica ja que presenta un mecanisme de tall i unié condicionat per temperaura.
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Finalment, en aquest treball s’ha volgut estudiar i complementar el que es coneix sobre el procés
associatiu dels fragments Iy i Ic. Per dur a terme aix0, s’ha purificat i estudiat el plegament de tres
variants de Npu DnaE que presenten diferents llargades del fragment Ic. El plegament s’ha analitzat
mitjangant una analisi bioinformatica previa, dicroisme circular i RMN. Els resultats obtinguts,
mostren que malgrat el fragment |y no presenta una estructura propia, afegint ja els primers 12
residus del fragment |, aquests sén capagos de comengar a reconstituir I'estructura global de la Npu
DnaE. Aquesta reconstituciéd de I'estructura global és veu ja de manera significativa amb els 21
primers residus del fragment I.. Confirmant d’aquesta manera que el plegament global d’aquesta

inteina ve condicionat per una sinérgia de plegament entre els fragments Iy i Ic.
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RESUMEN

Las inteinas son dominios proteicos que pueden autoescindirse de la cadena polipeptidica
precursora y catalizar el empalme de las secuencias flanqueantes (exteinas) mediante un enlace
peptidico. La capacidad de autoescindirse es un proceso post traduccional llamado corte y empalme.
El proceso es intramolecular, autocatalitico y no requiere de enzimas auxiliares, cofactores ni de
energia metabdlica. El mecanismo de corte y empalme puede realizarse en trans. En este caso, la
inteina se encuentra partida en los fragmentos N y C terminales donde cada uno de ellos lleva unida
su exteina. Estos dos fragmentos de la inteina son capaces de asociar i empalmar las exteinas que
llevan unidas obteniéndose asi una proteina funcional. Entender este mecanismo y como los
dominios de las inteinas en trans son capaces de asociar, ha permitido el desarrollo de aplicaciones
basadas en inteinas como son por ejemplo, la purificaciéon de proteinas, la ciclacién o el marcaje
isotopico de dominios proteicos entre muchas otras. Para que una inteina sea utilizada en esas
técnicas debe de presentar una buena termoestabilidad, catalizar el corte y empalme de manera
rapida, ser soluble y su eficiencia en el corte y empalme debe de ser independiente de la exteina que
lleva unida. Hasta la actualidad, la trans inteina Npu DnaE es una de las que cumple mejor estos

requisitos.

En este trabajo se ha estudiado la estabilidad térmica que presenta esta inteina en un rango de
distintos pHs tanto cuando esta se encuentra formando una Unica cadena polipeptidica, como
partida en forma de las subunidad Iy e I¢ y se ha estudiado también la estabilidad de la subunidad Iy
aislada. Los resultados han mostrado como en todos los casos la estabilidad es mas elevada en
valores de pHs ligeramente basicos y, la estabilidad es mayor cuando la inteina se encuentra
formando una Unica cadena polipeptidica respeto cuando se encuentra en forma de las subunidades
Iy e Ic. Esta estabilidad es aun inferior cuando el fragmento Iy se encuentra aislado. El replegamiento
de estas tres variantes también sigue este patron donde se observa un mejor grado de
replegamiento cuando la inteina forma una Unica cadena polipeptidica y es completamente
inapreciable en el caso del fragmento Iy aislado. Estos resultados sugieren que habria una sinergia
mutua entre los fragmentos de Iy e Ic para que la inteina adoptara su estructura tridimensional

nativa.

Ademas, se ha estudiado como se ve afectada la actividad de la inteina cuando se sustituyen las
Cys+1 y Cysl por una Ser, tanto cuando la inteina forma una Unica cadena polipeptidica como
cuando se encuentra partida en las dos subunidad Iy e Ic. En ambos casos, la mutacion C+1S bloquea
la actividad de esta a 209C, pero se reconstituye la actividad a medida que se incrementa la
temperatura hasta los 602C. A partir de los 502C, las inteinas mutantes presentaban una actividad
igual a la inteina salvaje. En el caso de la mutacién C1S se inhibia totalmente la actividad de esta

inteina en todos los rangos de temperatura. Igual que en el caso de la doble mutaciéon C+1S — C1S.
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Asi pues, la variante C+1S podria ser utilizada como herramienta biotecnoldgica ya que presenta un

mecanismo de corte y empalme condicionado por temperatura.

Finalmente, en este trabajo se ha estudiado y complementado lo que se conoce sobre el proceso
asociativo de los fragmentos Iy e I.. Para hacer esto, se ha purificado y estudiado el plegamiento de
tres variantes de Npu DnaE que presentan distintas longitudes del fragmento I¢. El plegamiento se ha
analizado mediante un andlisis informatico previo, dicroismo circular i RMN. Los resultados
obtenidos muestran que a pesar que el fragmento |y no presenta estructura propia, afiadiendo los
12 primeros residuos del fragmento |, estos ya son capaces de empezar a reconstituir la estructura
global de la Npu DnaE. Esta reconstitucidn de la estructura global se ve de forma significativa con los
21 primeros residuos del fragmento Ic. Se confirma de esta manera que el plegamiento global de

esta inteina viene condicionado por una sinergia en el plegamiento de los fragmentos Iy e Ic.
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SUMMARY

Inteins are protein domains that self-excise from a polypeptide chain precursor and catalyze ligation
of the flanking sequences (exteins) with a peptide bond. The capacity to self-excise is a
posttranslational process called protein splicing. This process is intramolecular, autocatalytic and
does not require auxiliary enzymes, cofactors and metabolic energy. Protein splicing can also occur
in trans. In this case, the intein is separated into N and C terminal domains, each joined to an extein.
The intein domains reassemble and link the joined exteins into a single functional protein.
Understanding protein splicing mechanism and how the N and C domains reassemble has led to the
development of intein-mediated protein-engineering applications such as protein purification,
cyclization or segmental isotopic labeling of multi-domain proteins among many other methods. In
order to use inteins in these applications, they must possess a good thermoestability, a fast protein
splicing rate, high solubility and their efficiency must be independent of the leading extein. To date,

Npu DnaE is one of the best split inteins that satisfy these requirements.

In this PhD thesis we have studied the thermal stability of this intein in a range of different pHs when
the N and C domains are forming a single polypeptide chain, when they are forming an Iy-Ic complex
and in addition, we have studied the stability of the isolated |y fragment. Results have shown that, in
all cases the stability is higher when the pH is slightly basic and when the intein is forming a single
polypeptide chain whereas the stability is lower when the intein is in the form of two fragments Iy
and |- forming a complex. This stability is even lower when the Iy fragment is isolated. Refolding of
these three variants also follows this pattern where a greater degree of refolding appears with the
intein as a single polypeptide chain and is completely negligible in the case of the isolated Iy
fragment. These results suggest that there would be a mutual synergy between Iy and I fragments
so that intein adopts its native three-dimensional structure and becomes stabilized only after

association.

Furthermore, we studied how the activity of the intein is altered when substituting Cys+1 and Cys1
by Ser, both when intein is a single polypeptide chain and when it is split into fragments Iy and I¢. In
both cases, C+1S mutation blocks the activity at 20 °C, but the activity was reconstituted when the
temperature increased up to 60 °C. From 50 °C and on, mutant inteins showed the same activity that
the wild-type inteins. The C1S mutation completely abolished the activity of this intein in the entire
range of temperatures, result that was also observed in the case of the double mutation C+1S-C1S.
Therefore, the variant C+1S could be used as a biotechnological tool because it has a conditional

protein splicing mediated by temperature.

Finally, in this work we wanted to study and complement what is known about the associative
process between Iy and I fragments. To accomplish this, we purified and studied the folding of three

variants that have different lengths of the I fragment by performing bioinformatics analyses, circular
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dichroism and NMR spectroscopy. The attained results show that despite the Iy fragment does not
have a high degree of structure, the variant comprising the first 12 residues of the fragment I, shows
a significant number of structural characteristics that are present in the global fold of the Npu DnaE.
This reconstitution of the global structure is alsoconsiderably observed in the variant with the first 21
residues of fragment I.. This fact confirms that the complete folding of this intein depends on the

synergy of folding between fragments Iy and I that occurs upon association.
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1. Introduccid

1.1 LES INTEINES

1.1.1 Caracteristiques generals

Les inteines formen part d’una familia de proteines que es troba englobada dins la stper familia Hint.
Aquesta superfamilia es caracteritza per presentar el domini Hint el qual té una llargada de 130 a 160
aminoacids i la conservacid de 4 o 5 regions (Amitai et al., 2003; Dassa and Pietrokovski, 2005).
Presenten un plegament compacte amb una estructura simétrica composada majoritariament per
fulls B i els extrems N i C terminals tancats muUtuament (Duan et al., 1997). Tots els membres
d’aquesta superfamilia es caracteritzen per participar en processos postraduccionals com és el cas
del trencament d’extrems N o C terminals en determinades proteines. Concretament les inteines son

les responsables de dur a terme el mecanisme de tall i unié de proteines (Hall et al., 1997).

Les inteines sén presents en els tres regnes de vida i també s’han descobert en genomes de virus i
fags. No obstant, es troben confinades només en els organismes unicel-lulars (Evans and Xu, 2002).
Aquest tipus de distribucié ha generat diferents teories sobre la seva evolucid, incloent el paper que
tenen en la mobilitat del genoma. Actualment pero, encara no hi ha una explicacié del perque
existeixen les inteines i quina és la seva funcid en els éssers vius (Gogarten et al., 2002; Liu, 2000;

Perler, 1998; Pietrokovski, 2001).

Les inteines poden ser vistes com I'equivalent proteic als introns (figura 1.1). Els gens eucariotes es
troben fragmentats, els quals les regions codificants o exons estan separades per regions no
codificants o introns. Aquesta estructura es manté en el procés de transcripcid, generant un pre-
mMRNA el qual per un procés de tall i unié donara lloc al mMRNA madur. Si el procés es déna per tall i
unié alternatiu es pot aconseguir més d’una proteina (MRNA madur) a partir d’'un sol gen. El
mecanisme de tall i unié proteic és un procés post-traduccional on les inteines promouen la seva
propia escissio de la proteina hoste i la lligacid de les regions proteiques flanquejants, les exteines N i
C. Aquest procés és intramolecular en cis perdo no en trans (apartat 1.2 de la introduccid),
autocatalitic i no requereix ni de coenzims ni de fonts d’energia metabolica per a dur a terme un
seguit de reordenaments d’enllacos, que donen lloc a la formacié de noves molécules (Kenneth and
Paulus, 2005; Paulus, 1998). EI mecanisme de tall i unié de RNA i proteic podrien ser vistos com a
meétodes d’expressid alternatiu de gens interromputs que difereixen només en el nivell on es du a
terme I'escissié de les seqiiencies interventores i on aquestes podrien tenir funcions reguladores. No
obstant, aquestes dos mecanismes presenten una finalitat diferent: el mecanisme de tall i unié de
RNA, en el cas que sigui alternatiu, confereix la capacitat d’acoblar diferents exons i formar diferents
mRNAs a partir d’un sol gen, obtenint aixi una major variabilitat (Hirata et al., 1990) i el mecanisme
de tall i unid proteic es troba sempre en dominis molt ben conservats i la seva funcié és basicament

I’activacié d’una proteina precursora inactiva (Paulus, 1998). Fins a I’actualitat només s’ha descrit, de
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1. Introduccio

manera no natural, un estudi en el qual s’ha observat un procés de tall i unid alternatiu a partir de

I'intercanvi de dominis in vitro de diferents inteines (Aranko et al., 2013).

Tall i unié de proteines Tall i unié de RNA
DNA ‘ Exteina N ‘ Inteina ‘ Exteina C ‘ DNA | Exd 1 ‘ Intré ‘ Exd 2 ‘
Transcripcid l Transcripcia
mRNA ‘ Exteina N ‘ Inteina ‘ Exteina C ‘ RNA | Exd 1 ‘ Intré ‘ Exd 2 ‘
precursor
l Traduccid l Talliunio RNA
Proteina -
precursora ‘ Exteina N ‘ Inteina ‘ Exteina C ‘ ‘ Exd 1 ‘ Ex6 2 | | Intré ‘
l Talli unid proteic mRNA l Traduccid Intrd escindit
| ExteinaN [ ExteinaC | [ Inteina | [ Ex61 | Exé2 |
Proteina madura Inteina escindida Proteina madura

Fig. 1.1. Esquema comparatiu entre el mecanisme de tall i unié proteic i el de RNA.

1.1.2 Descobriment

El procés de tall i unié en proteines es va descobrir per primera vegada I'any 1990 en la subunitat
catalitica de la ATPasa translocadora de H' de la membrana vacuolar (TFP1/VMA1) de

Saccharomyces cerevisiae (Hirata et al., 1990; Kane et al., 1990).

Els autors van veure que, un cop purificada la subunitat catalitica de la ATPasa translocadora de H*
de la membrana vacuolar, en el gel SDS-PAGE la proteina purificada tenia una massa molecular de 70
KDa enlloc dels 119 kDa esperats. En estudiar la seqiiencia aminoacidica van veure que només les
seqiiencies terminals tenien una homologia del 70% respecte a altres ATPases translocadores de H”.
A més, la seqliéncia central presentava una homologia bastant elevada amb I'endonucleasa del

llevat.

En un primer moment es va pensar que en un mateix gen hi havia dues proteines codificades i que el
mecanisme de tall i unid alternatiu d’RNA explicaria I'eliminacié de la seqiiencia central, per tal
d’obtenir aixi, la sequéncia de 70 KDa observada i no la de 119 KDA esperada. Es van fer estudis
posteriors amb el mRNA de la ATPasa translocadora de H* per tal de verificar que el mecanisme de
tall i unié de RNA explicava l'eliminacié de la seqiiéncia central. Aquests estudis van permetre
observar que una vegada eliminats els introns, que es caracteritzen per tenir unes seqliéncies
altament conservades en llevats, el mRNA madur seguia codificant per I'endonucleasa. Aquesta
evidencia experimental indicava que el mecanisme de tall i unié no era a nivell de RNA sind de
proteina (Evans and Xu, 2002). Posteriorment es va demostrar que el mRNA de VMA1 és traduit
sencer i que la part central és eliminada de forma postraduccional de la seqliéncia polipeptidica

precursora mitjangant el mecanisme de tall i unié proteic (Perler et al., 1994).
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Fins a l'actualitat s’han descobert noves inteines que es caracteritzen per presentar una baixa
homologia entre elles, malgrat que presenten regions amb seqliéncies for¢a conservades.
Actualment, ja hi ha aproximadament 600 inteines catalogades a InBase, la base de dades d’inteines

(http://tools.neb.com/inbase/), seguint una nomenclatura estandarditzada (Perler, 2002).

1.1.3 Organitzaciod

La longitud de les inteines varia entre els 134 i 650 residus (Perler, 2002) tot i que la inteina més gran
descrita és la Ter DnaBl (Yang et al., 2004) que presenta 1986 residus i la més curta descrita fins a
I’actualitat és la AceL-TerL de 129 residus (Thiel et al., 2014). De manera convencional, les inteines
s’organitzen en tres grans grups (figura. 1.2) (Volkmann and Mootz, 2013):
- Inteines classiques: Constituides per tres dominis, dos dominis catalitzadors del procés de
tall i unié que flanquegen un domini central amb activitat endonucleasa.
- Mini-inteines: Iguals que les anteriors pero sense el domini endonucleasa.
- Inteines partides: Iguals que les mini-inteines pero en aquest cas els dominis catalitzadors
del procés de tall i unié es troben discontinus i els fragments Iy (corresponent a la regié N-
terminal de la inteina) i Ic (corresponent a la regié C-terminal de la inteina) es troben

fusionats a les respectives exteines i codificats en dos gens diferents.

a. | ExteinaN | 1y | ENDO [ I | ExteinaC |
b. | Exteina N ‘ In ‘ IC‘ Exteina C |
c. | Exteina N ‘ In ‘ ‘ I | Exteina C ‘

Fig. 1.2. Esquemes dels tipus de inteines trobades a la natura. (a) representa les inteines classiques amb el
domini endonucleasa (ENDO), (b) representa les mini-inteines i (c) les inteines partides.

La analisi de diferents inteines ha permes identificar 6 regions de seqléncies aminoacidiques
conservades entre elles: A, N2, B, N4, F i G que participen en la seva activitat. Les inteines classiques
presenten a més les regions centrals C, D, E i H (Pietrokovski, 1998) que constitueixen el domini
endonucleasa tal i com s’observa en la figura 1.3. A continuacié es detallen les caracteristiques
principals de cada regié (Pietrokovski, 1998; Starokadomskyy, 2007) i a la taula 1.1 es mostren les

seqliencies aminoacidiques consens de cada regio:

Les regions A, N2, B i N4 formen part de la regié N-terminal composada per uns 150-200 residus. La

seva funcid principal és facilitar la ruptura de I’enllag peptidic a I'extrem N-terminal de la inteina:

Regid A: Seqliéncia de 13 residus a I'extrem N-terminal. El primer residu és una Cys extremadament
conservada i en alguns casos rars s’hi troba una Ala, GlIn o Ser. El residu de la posicié 13 és ocupat
per una Gly i en alguns casos s’hi troba Ala, Lys, Thr, Arg, Tyr o Asn. Es suggereix que aquesta regio és

extremadament important per I'inici i execucid del procés de tall i unid.
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Regié N2: Composada per 7 residus on I'Asp Glu de la posicié 5 es troben molt conservats i

generalment precedits per una Gly.

Regid B: Constituida per 14 residus on en la posicié 10 hi ha una His i en la majoria de casos una Thr

en la posicid 7 involucrats en l'inici del procés de tall i unié.

Regié N4: formada per 16 residus on la posicié 11 és ocupada per un Asp o Glu precedits per una

Gly. En algunes inteines aquesta regio és absent.

A la regié C-terminal s’han identificat les regions F i G i generalment presenta una longitud de 25 a

40 residus:

Regio F: Constituida per 16 residus, la meitat dels quals es troben ben conservats.

Regié G: Situada a I'extrem C-terminal de la inteina i formada per 8 residus, set pertanyen a la
inteina i un a I'exteina C. El pendltim aminoacid de la inteina és una His i I'Gltim una Asn que en
algunes ocasions pot ser una GIn. Aquests 2 aminoacids permeten la hidrolisi de I'enllag peptidic de
I’extrem C-terminal. El residu +1 és critic alhora de realitzar la lligacid de les exteines i aquesta

posicio la sol ocupar una Cys, Ser o Thr.

A
Dominis Domini tall i unig N-Terminal Domini DOD endonudeasa Domini talli unié C-Terminal
_ e ~ — ~
Regions A N2 B N C D E H F G
C N . [ S oo
Exteina N Exteina C
Residus C HN C
Conservats g TH HQ S
a T
Inteines classigues
B
Dominis Domini tall i unié N-Terminal Resgid connectora Domini talli unié C-Terminal
I ~ (—A—\ T ¥
Regions A N2 B N4 F G
Exteina N Exteina C
Residus C HM C
Conservats 5 TH HQ 5
A T

Mini-inteines iinteines partides

Fig. 1.3. Estructura esquematica de les inteines: Inteines classiques (A) i mini-inteines i partides (B) amb indicacio
d’alguns dels residus més conservats dels extrems N | C-terminals. La resta de residus amb un grau de
conservacio inferior es troba detallat a la taula 1.1.

Les inteines classiques tenen també les regions C, D, E i H centrals que formen el domini DOD
endonucleasa (Matsumura et al., 2006). Aquest domini no és necessari per dur a terme el procés de
tall i unid. El domini DOD endonucleasa presenta la seqiiéncia aminoacidica LAGLIDADG en el seu
centre actiu (Guhan and Muniyappa, 2003) que és capag¢ de reconeixer una seqliencia de DNA
especifica no palindromica de 14 a 40 pb. El domini endonucleasa assegura la transferencia de la

seqliencia codificadora de la inteina des del gen hoste (al-lel (+)) al gen de I'exteina que no presenta
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la seqliencia codificadora (al-lel (-)) de la inteina. A la vegada, el domini DOD involucra una part de
I'extrem N-terminal de la inteina (DRR) que reconeix una seqiiéncia de DNA en I'al-lel (-). Per tant, el
reconeixament del DNA de I'al-lel (-) es fa a partir de dos centres actius, un és el domini DOD que
reconeix el lloc de restriccio i I'altre és la regi6 DRR que reconeix una regio distal de I'al-lel (-)
(Bakhrat et al., 2004). A partir d’aquests reconeixements es fa la transferéncia de la sequéncia

codificadora de la inteina de I'al-lel (+) a I’al-lel (-).

Taula 1.1. Seqiiéncies aminoacidiques consens de les diferents regions de les inteines

Domini Regié Seqiliéncia aminoacidica Designacions
A Ch..Dp.hhh..G
N-terminal (Iy) NBZ th'l(';DHhhh h: residus hidrofobics (G, V, L, I, A, M)
NA GD...... a: residus acids (D, E)
C LhG._hhaG r: residus aromatics (F, Y, W)
D KIP.h p: residus polars (S, T, C)
Endonucleasa £ LGhFahDG " .. residus no conservats
H 0.5.hh.h.LL.hGl . p:l :residu +1 dela elxte'l'na Céc, S, T) |
: lloc trencament en I'extrem C-termina
C-terminal (I¢) F rVYDLpV..a..HNJEh
G NGhhhHN p

1.1.4 Nomenclatura

La primera inteina descrita es va anomenar spacer perd a mesura que se’n descobrien de noves, se
les va anomenar seqiiéncies proteiques interventores i finalment se les va anomenar inteines
(internal protein sequence). Seguint aquest conveni, els péptids o proteines que flanquegen les

inteines es van anomenar exteines (external protein sequence) (Perler et al., 1994).

El nom especific de cada inteina consisteix en una abreviacié del nom de I'espécie que la conté i el
nom del gen que codifica I'exteina que porta acoblada. Per exemple, la inteina Vmal (vacuolar
membrane H'-ATPase) de Saccharomyces cerevisiae s'anomena SceVMA. En el cas que una mateixa
exteina tingui diferents inteines, aquestes es diferencien a partir de xifres romanes: TerRIRI,
TerRIRIl... i en el cas que presenti activitat endonucleasa s’afegeix Pl a davant: PI-Pful (Anraku et al.,

2005).

Hi ha també una nomenclatura basada en la posicié de 'aminoacid utilitzada normalment quan les
inteines s’enumeren fora del context de la proteina hoste. El residu -1 fa referéncia a I'aminoacid de
I'exteina adjacent a I’extrem N-terminal de la inteina i vindra seguit del -2, -3... El primer residu de la
C-exteina s’anomena +1 seguit del +2, +3... En el cas de la inteina el primer residu de |'extrem N-

terminal és el residu 1 seguit del 2, 3..., tal com s’esquematitza a la figura 1.4.

Exteina N Inteina ExteinaC

D [ X [ [ X [ X PG| e 6] X [ X | o | Xy [ Yo |

Fig. 1.4. Sistema de numeracio dels aminoacids per tal de facilitar la comparacio entre inteines.
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1.2 EL MECANISME DE TALL | UNIO

1.2.1 El procés

El mecanisme de tall i unié va romandre desconegut durant 6 anys a causa de la rapidesa del procés.
L’any 1996 es va definir el procés tal i com és conegut a I'actualitat per Xu i Perler. Aquest procés té
lloc a través d’un conjunt d’atacs nucleofilics dels residus dels extrems N i C terminals que provoquen
atacs a enllagos amida i éster i fins i tot als seus grups amino. A la vegada es produeix la ciclacié
d’una Asn de l'extrem C-terminal de la inteina i la formacié d’un enllag peptidic que és una

caracteristica exclusiva del procés de tall i unié en proteines (Xu and Perler, 1996).

Aquest mecanisme consisteix en una série de reaccions separades en 4 passos (figura 1.5) detallats a

continuacio:

i Inteina
Exteina NO Exteina C
:Jb,jﬁ /Nv“\ Precursor
H NH2
\”/ X =S (Cys)
0

X =0 (Thr, Ser)

Pas 1: DESPLACAMENT N > S/O ACIL l

N Intermediari d’éster
N

Pas 2: TRANS(TIO)ESTERIFICACIO

NH,

Hxﬁ H o Kj Intermediari ramificat
N
N-t HZNAO/ )A&Hl:]

Pas 3: CICLACIO DE L’ASPARAGINA
Pas 4: DESPLACAMENT S/O ACIL > N

HX
HX H 0 0] N\
O Y
I(NH H

Inteina I Exteina

Fig. 1.5. Esquema del mecanisme de tall i unic.
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Pas 1 — Desplagament N = S/O Acil: El procés s’inicia amb un atac nucleofilic del grup OH o SH de la
cadena lateral dels residus de Ser, Cys o Thr de I'extrem N-terminal de la inteina al carboni carbonilic
de I'enllag peptidic que hi ha entre els residus -1 i 1. Aquest atac genera un enllag (tio)éster entre la
inteina i I'exteina N formant el que s’anomena intermediari éster (Shao et al., 1996). El pas 1 és el
més rapid de tot el mecanisme de tall i unid i la velocitat de la reaccié d’aquest pas pot ser fins a 100

vegades més rapid que tot el procés global (Romanelli et al., 2004).

El trencament d’un enllag peptidic per formar-se un enllag d’elevada energia com és el (tio)éster és
des d’un punt de vista termodinamic desafavorit. Aixo fa que sigui un dels passos de tot el
mecanisme que ha estat més estudiat per tal d’entendre el perque es duu a terme i se sap que no es
duu a terme quan les inteines es troben desnaturalitzades. Per tant, aquest pas es donaria gracies a
les relacions entre estructura i activitat de les inteines degut a la conservacié de determinats residus
en determinades regions molt concretes de la inteina (Romanelli et al., 2004). S’ha observat que la
His 10 de la regio B (B:10) conservada en la majoria de les inteines és essencial per dur a terme
aquest pas (Binschik and Mootz, 2013; Ghosh et al.,, 2001; Kawasaki et al., 1997). La mutacid
d’aquesta His per una Ala bloqueja o inhibeix significativament el primer pas en la majoria d’inteines
(Du et al., 2011a). Du i col-laboradors van determinar que la His B:10 actua primer com a base per
desprotonar la cadena lateral de la Cys 1 (A:1) i llavors cedeix els protons al nitrogen amida de
I’enllag peptidic (Du et al., 2009) afavorint aixi la reaccid. Un altre residu important en aquest pas és
I’Asp present a la regio F (F:4). Diferents estudis han indicat que el residu d’Asp forma un pont
d’hidrogen amb la Cys A:1i el residu protonat d’Asp estabilitzaria el grup tiol de la cadena lateral de
la Cys, facilitant aixi I'atac d’aquest grup tiol al carboni carbonilic situat a I'enllag peptidic (Du et al.,
2011b). Alguns estudis han mostrat que els residus hidrofobics de la regid6 G es podrien trobar
involucrats en aquest procés mitjancant forces de van der Waals, i a la vegada, la cadena lateral del
residu +1 pot estar involucrada en la polaritzacié i trencament de I'enllag peptidic (Appleby et al.,

2009; Volkmann and Liu, 2011).

Pas 2 — Trans(tio)esterificacié: En aquest pas es produeix un altre atac nucleofilic del grup OH o SH
de la cadena lateral del residu +1 de la exteina C sobre el carboni carbonilic del (tio)éster format en
I’etapa anterior. Aquest atac constitueix una reaccid de transesterificacio en el qual la exteina N és
transferida a la cadena lateral del residu +1 de la exteina C. Aquesta reaccid produeix un intermediari
ramificat, és a dir, una proteina amb dos extrems N-terminal. Durant aquest procés hi ha una
reordenacié de carregues i a la vegada, s’indueix la ciclacié de la cadena lateral de I’Asn (Xu et al.,

1993).

El pas dos és probablement el més complex d’estudiar experimentalment. S’han postulat diferents
requeriments per dur a terme aquesta catalisi similars als del pas 1. Diferents estudis han conclos

que I'Asp de la regid F (F:4) és capag de captar un protd del grup tiol de la Cys de la regié G (G:8).
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Aquest tiolat, aleshores, ataca el carboni carbonilic de lintermediari d’éster formant-se

I'intermediari ramificat (Johnson et al., 2007; Pereira et al., 2011).

Pas 3 — Ciclacié de I’Asn: En aquest tercer pas, el més lent de tot el procés (Kurpiers and Mootz,
2008), es produeix un atac del nitrogen B-amida al carboni carbonilic de I'enllag peptidic donant lloc
al trencament d’aquest i conduint a la ciclacié de la cadena lateral de I’Asn (Shao et al., 1995; Xu and
Perler, 1996). La ciclacio de la cadena lateral de I’Asn provoca la formacié d’un anell de succinimida i

el trencament de I'enllag peptidic a I'extrem C-terminal de la inteina (Xu et al., 1994).

La ciclacié de I’Asn és la primera reaccio irreversible del procés de tall i unié ja que es produeix el
trencament entre la inteina i la exteina C. Diversos estudis han demostrat que aquesta reaccié va
estretament lligada a la primera i segona reaccio del procés de tall i unié (Frutos et al., 2010; Martin
et al., 2001; Zettler et al., 2009). En aquest pas, es creu que les cadenes laterals de la His F:13 i His
G:6 juntament amb molécules d’aigua en la posicié correcte sén capaces de reduir les barreres
energeétiques crucials en aquest estat de transicié (Mujika et al., 2009). L’estat de protonacid
d’aquestes dues His també és essencial per dur a terme aquest procés: només quan la penultima His
es troba completament protonada (carregada positivament) i la His de la posicié F es troba en la

forma neutre es ddna la ciclacié de I’Asn (Mujika et al., 2012).

Pas 4 — Desplacament S/O acil = N: La inteina és escindida amb la ciclacié de I’Asn i el trencament
de I'enllag peptidic. No obstant, la inteina conté I'anell de succinimida i les exteines es troben unides
per un enllag (tio)éster. L’enllag (tio)éster és energéticament desavantatjos i es produeix un canvi
espontani formant-se un enllag peptidic entre les exteines. La moléecula de succinimida és

hidrolitzada per donar lloc de nou a una Asn (Shao and Paulus, 1997).

En aquest pas, la inteina no contribueix en la formacié de I'enllag peptidic i, a la vegada, és
completament independent a la temperatura amb energies d’activacié molt baixes (4-5 kcal/mol)

(Frutos et al., 2010; Shao and Paulus, 1997).

In vitro, s’ha observat en determinades ocasions que el mecanisme de tall i unié no és eficient del tot
i es produeixen altres reaccions secundaries i no sempre s’arriba a obtenir les exteines unides per
una banda i la inteina escindida per I'altra. Aquestes reaccions secundaries depenen sobretot de
I’exteina que porta unida la inteina, de les seqliencies aminoacidiques de les regions flanquejants
exteina-inteina i en determinats casos el pH, temperatura o estat redox poden facilitar aquestes
reaccions (Amitai et al., 2009; Ellila et al., 2011; Nicastri et al., 2013; Nichols and Evans, 2004; Shah et
al., 2013a; Shemella et al., 2011; Wasmuth et al., 2013). Les reaccions secundaries més comunes que
es produeixen son la N escissio (N-cleavage) i la C escissio (C-cleavage). La N escissio consisteix en un

trencament de I'enllag entre I'exteina N i I'extrem N-terminal de I'inteina donant lloc a la inteina
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sencera unida a I'exteina C i I'exteina N alliberada. Aquesta reaccié secundaria es produeix per un
trencament per hidrolisi o tiolisi de I'enllag (tio)éster format en els passos 1 i 2. En el cas de la C
escissid, consisteix en un trencament de I'enllag entre I'exteina C i I'extrem C-terminal de la inteina
donant lloc a la inteina sencera unida a I'exteina N i I'exteina C alliberada. Aquesta reaccid succeeix a
causa de la ciclacié de I’Asn desacoblada als passos 1 i 2 (Topilina and Mills, 2014). La figura 1.6

mostra un esquema de les possibles reaccions secundaries que poden tenir lloc.

Tall i unio
‘ Exteina N ‘ Inteina ‘ Exteina C ‘ I ‘ Exteina N | Exteina C | + ‘ Inteina |
N escissio
‘ Exteina N ‘ Inteina ‘ Exteina C ‘ - ‘ Exteina N | + | Inteina ‘ Exteina C |
C escissid
‘ Exteina N ‘ Inteina ‘ Exteina C ‘ —_— ‘ Exteina N | Inteina | + ‘ Exteina C |

Fig. 1.6. Esquema del tall i unio de proteines i de les possibles reaccions secundaries que poden succeir com la N i
C escissio.

El mecanisme de tall i unié es troba estandarditzat en la majoria de inteines gracies a la conservacio
de determinades regions tant de la inteina com de I'exteina tal i com s’ha comentat en I'apartat
1.1.4. Algunes inteines pero es caracteritzen per presentar alguna modificacié en aquestes regions
tant ben conservades i fins i tot algunes d’elles es troben codificades en dos gens diferents i sén
anomenades inteines partides o trans inteines. Totes aquestes excepcions es comentaran més

endavant.

1.2.2 Classificacio

Des del descobriment de les primeres inteines i el seu mecanisme de funcionament s’han descrit
noves inteines que presenten mecanismes diferents als descrits originalment (figura 1.7). Aixo ha
conduit a una nova classificacié d’aquestes atenent al seu mecanisme de tall i unié (Tori et al., 2010).
La classificacio d’inteines proposada segons els mecanismes utilitzats per dur a terme el tall i unié és

la seglient:

Classe 1: La majoria d’inteines (>90%) pertanyen a aquest grup i presenten el mecanisme de tall i
unié descrit a I'apartat 1.2.1. La caracteristica principal d’aquestes inteines és que presenten un

residu nucleofilic a I’extrem N-terminal (Kenneth and Paulus, 2005).

Classe 2: Aquesta classe d’inteines es caracteritza per no presentar un residu nucleofilic a la primera
posicio de la regid A, la qual és ocupada per una Ala. El mecanisme de tall i unié en aquestes inteines
comenca directament pel pas 2 del mecanisme de tall i unié descrit a I'apartat 1.2, ja que es produeix
un atac nucleofilic directament de la cadena lateral del residu +1 de la exteina C sobre el carboni

carbonilic de I'enllag peptidic present entre els residus -1 i 1. El trencament de I'enllag peptidic de
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I'extrem N-terminal de la inteina sembla ser que és facilitat per les estructures tridimensionals
especifiques que adopten aquest tipus d’inteina. La inteina Mja KIbA és un exemple d’aquesta classe

d’inteines (Perler, 2005; Saleh et al., 2011; Southworth et al., 2000).

Classe 3: Aquest grup d’inteines tampoc presenten el residu nucleofilic a la primera posicié de la
regio A, pero es caracteritzen per presentar el triplet Trp-Cys-Thr (WCT) a la regio F, del qual la Cys
ataca nucleofilicament I'extrem N-terminal de la inteina, entre el residu -1 i 1, per tal d’iniciar-se el
mecanisme de tall i unid. D’aquest triplet, mutacions del Trp i la Thr no afecten I'eficiéncia de la
inteina, mentre que s’ha vist que la Cys és essencial en el procés. Dues inteines que pertanyen a

aquest grup sén MP-Be DnaB (Tori et al., 2010) i Dra Snf2 (Brace et al., 2010).

Classe 1 Classe 2 Classe 3
i HX oH,  HX ﬂ;\ns HX
Q 1 [¢] [+]
X R Pas 1: Desplagament
L Pas 1: Desplagament N2 5/0 Acil 1 L nucleofilic
/—\ Pas 1: Desplacament f s HX
s £ L nucleofilic
- inteina | exteinac | [nteina | exeinac

Pas 2: Trans(tio)esterificacio \ o / Pas 2: Trans(tio)esterificacio
m X,

0,
Inteina ";'J)\l Exteina C
H
N

Pas 3: Ciclacié de FAsn He
¥ "N\
o]
~
.
Ha

.

Exteina C

i Hidrolisi ‘« L Pas 4: Desplacament 5/0 Acil 2 N

HX
OH '
+
NH, [ Exteina VKHNJ\{ Exteina C

Fig. 1.7. Mecanismes de tall i unic de les tres classes de inteines diferents. Esquema reproduit de (Tori and Perler,
2011).

).

A causa de I'elevada divergencia que s’observa a mesura que es descobreixen noves inteines, s’estan
trobant inteines que presenten caracteristiques mixtes corresponents a les diferents classes. Per
exemple, les inteines Tfu2914 i Nsp-JS614 TOPRIM presenten una Cys en el primer residu de la regié
Ai el triplet WCT. Estudis mutagenics han mostrat que la Cys de la regid A és essencial pel procés de
tall i unié mentre que la Cys del triplet no (Reitter and Mills, 2011). En canvi, en la inteina MP-Catera
Gp206 que presenta les mateixes caracteristiques que les anteriors, la Cys del triplet és essencial per
dur a terme el procés de tall i unio, per tant, aquesta inteina es troba catalogada com a classe 3 (Tori

and Perler, 2011).
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1.2.3 Alteracions en residus clau de la seqliéncia de la inteina

1.2.3.1 Inteines sense la His 10 de la regié B

La His 10 de la regié B (figura 1.3) és essencial pel primer pas del mecanisme de tall i unié. Aquesta
His és present en totes les inteines descrites fins a I'actualitat excepte en la Tko CDC21-1 de
Thermococcus kodakaraensis. Aquesta inteina és completament activa ja la funcié de la His 10 la duu
a terme una Lys en la posicié 58, fora de tots els dominis altament conservats en inteines. Aquesta
Lys catalitza el primer pas del mecanisme de tall i unié (figura 1.5), estabilitzant I'intermediari que es
forma quan es trenca I’enllag peptidic entre I’exteina N i I'extrem N-terminal de la inteina per formar

I'enllag tioéster (Tori et al., 2012).

1.2.3.2 Inteines sense la penultima His

El penultim residu de la seqliencia d’una inteina, en la majoria dels casos, és una His i es creu que té
un paper molt important en la ciclacié de I’Asn (Ding et al., 2003; Mills et al., 2005). No obstant,
algunes inteines com la Ssp DnaE no presenten aquesta His la qual és substituida per una Ala. En
aquesta inteina, I'’Arg 73 de la regié B actua com a substituta de la penultima His, atés que la
flexibilitat que presenta la cadena lateral li permet formar ponts d’hidrogen amb I'atom d’oxigen de
la cadena lateral de I'Asn, la qual queda estabilitzada facilitant la seva ciclacié. Un exemple
d’aquestes inteines és la Ssp DnaE, la qual pertany a la familia DnaE d’inteines, cap de les quals
presenta la penultima His. En totes elles pero, en el bloc B hi ha una Arg, Lys o GIn que actua com a

substitut (Sun et al., 2005).

Per mutagenesi s’ha reintroduit aquesta penultima His en inteines que no la presentaven i totes elles
han presentat el mecanisme de tall i unidé actiu en E. coli, exceptuant la inteina ClpP. Aquests
resultats suggereixen que la pendltima His prové d’un ancestre comu i que per mutacio, algunes

I’han perdut i el seu paper I’han assumit altres residus (Chen et al., 2000; Wang and Liu, 1997).

1.2.3.3 Inteines amb GIn o Asp com a ultim residu

Algunes inteines presenten una Gln o un Asp enlloc d’'una Asn com a ultim residu (figura 1.3). En el
cas de la GIn, es produeix també una ciclacié formant-se aminoglutarimida i en el cas de I’Asp es creu
que també es produeix una ciclacié formant-se anhidrid succinic. No obstant, aquest Gltim és molt
inestable en medis aquosos i és molt dificil d’identificar. Dos exemples d’aquest tipus d’inteines son
la Chy que presenta un Asp i la CIV que presenta una GIn. Una mutacié de I'extrem C-terminal
d’aquestes inteines per una Asn no altera el mecanisme de tall i unié a C/V, mentre que en el cas de
la Chy el mecanisme de tall i unié queda aturat a I'etapa de formacié de l'intermediari ramificat

(Amitai et al., 2004).
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1.2.4 El procés de tall i unié en trans

Tal i com s’ha mencionat anteriorment, algunes inteines es troben, de manera natural, partides en
dos fragments codificats a partir de dos gens diferents que donen lloc a les regions N- i C-terminals
de la inteina. Aquest tipus de inteines representa el 5% del total de inteines conegudes fins a
I’actualitat. De manera general, els dos fragments presenten una elevada afinitat I'un per I'altre i a la
vegada cada un d’ells porta unit I’exteina corresponent. L’afinitat que presenten els dos fragments es
deu basicament als nuclis hidrofobics que contenen (Contreras Martinez et al., 2008) i a les
interaccions electrostatiques que s’estableixen entre els dos fragments. Aquests fragments
generalment presenten afinitats de I'ordre de nanomolar baixes i I'elevada capacitat d’associar-se és
independent del mecanisme de tall i unié (Shi and Muir, 2005). L’associacio entre els dos fragments
no es pot considerar com una interaccio proteina-lligand, pero si que la seva unid s’ha vist que
condueix al replegament dels dos fragments i a activar I'activitat de la inteina (Shah et al., 2013b;
Zheng et al., 2012). Es va calcular la forca d’unidé que presentaven els fragments de tres inteines
partides dels cianobacteris Oscillatoria limnetica, Thermosynechococcus vulcanus i Nostoc sp
PCC7120 mitjangant microscopia de forces atomiques (AFM). Es va veure que la for¢a d’unié entre
els fragments era de 50-52 pN entre les tres espécies i també, quan aquestes inteines es creuaven en
les 9 combinacions possibles. Per tant, es va veure que les diferents forces d’unié eren similars entre
diferents inteines partides de cianobacteris i que aquesta afinitat d’unié depenia de les interaccions
electrostatiques i dels nuclis hidrofobics que es trobaven concentrats en una interfase d’unié “en

cremallera” dels fragments (Sorci et al., 2013).

L’elevada afinitat fa que els dos fragments siguin capagos d’associar-se i iniciar el mecanisme de tall i
unié seguint un procés tal com el que s’ha descrit en I'apartat 1.2.1. En aquest cas el mecanisme
s’anomena tall i unié en trans (figura 1.8) i les inteines que hi participen sén anomenades trans
inteines o inteines partides “split inteins” (Kenneth and Paulus, 2005). La majoria d’elles s’han descrit

en cianobacteris (Choi et al., 2006; Liu and Yang, 2003).

HX Inteina N Inteina C N
Exteina N Exteina C

§ A
— {; O (NHZ —
X =5 (Cys)

ASSOCIACIO X =0 (Thr, Ser)

(NHZ

o

o) HX\ H o HX\
/ |
:]Jku)©/'w\gku/k:] Precursor

Mecanisme de tall i unié seguint el procés classic

Fig. 1.8. Esquema del mecanisme de tall i unio en trans.
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El mecanisme de tall i unié en trans es va descobrir en la inteina DnaE de Synechocystis sp. (Ssp
DnakE) (Codi PDB: 1ZD7) (Sun et al., 2005). Aquesta inteina es troba al mig de la seqiéncia de la
subunitat a de la DNA polimerasa lll, en forma d’exteina, en aquests organismes (Dassa et al., 2007).
Els seus gens precursors es troben en cadenes oposades del DNA separades per unes 80 kb
(Starokadomskyy, 2007). Aquesta disposicio en el genoma suggereix que hi va haver una inversié del
DNA just en el gen de la inteina. Aquesta inversid pero, no va ser letal i, a més, les noves inteines de
la familia DnaE identificades fins a I’actualitat comparteixen la mateixa exteina i els mateixos punts
de fragmentacié (lwai et al., 2006). Aquesta caracteristica va permetre proposar la hipotesi segons la

qual totes elles provenen d’un ancestre comu (Saleh and Perler, 2006).

L'organitzacio de les regions de les inteines partides és la mateixa que la de les convencionals i la
majoria d’elles es troben fragmentades entre les regions B i F, coincidint amb el lloc d’insercié del
domini endonucleasa de les inteines classiques. De manera general el fragment N-terminal (ly) sol
tenir una longitud superior a 100 aminoacids, tot i que en la inteina Ssp DnaB presenta només 11
aminoacids (Ludwig et al., 2006) i el fragment C-terminal (Ic) varia entre 24 i 44 aminoacids (Mootz,
2009; Saleh and Perler, 2006), amb excepcions com és el cas de la Ssp GyrB que només en presenta

6 (Appleby et al., 2009).

Malgrat que se’n coneixen alguns detalls aillats, no disposem d’una visid completa de com es
produeix I'associacid dels dos fragments de la inteina. En el cas de la Ssp DnaE utilitzant la GFP com a
exteina es va concloure que l'associacid dels dos fragments es donava en 2 fases i consistia,
basicament, en interaccions electrostatiques. La primera fase era depenent de la concentracié dels
fragments i la segona es donava a causa d’una reorganitzacioé del complex format en la primera fase
(Shi and Muir, 2005). Posteriorment Liu i col-laboradors van postular que els fragments de la inteina
Ssp DnaE es trobaven desplegats i que un cop aquests associaven, s’induien canvis conformacionals
que dotaven d’activitat a la inteina. El procés el van definir com a sinergia de plegament mutua entre
els dos fragments de la inteina (Zheng et al., 2012). Els estudis fets sobre el procés associatiu dels
fragments de la inteina Npu DnaE, inteina estudiada en aquesta tesi doctoral, es detallaran a

I'apartat 1.4.5 d’aquesta introduccid.

La majoria d’inteines partides son ortogonals (no presenten el mateix punt d’insercié en el genoma
de les diferents espeécies) exceptuant el cas de la familia DnaE que son al-leliques (presenten el
mateix punt d’insercié en el genoma de les diferents especies). Barrejant fragments de diferents
inteines ortogonals es va observar que el mecanisme de tall i unié es donava només entre els
fragments complementaris de la mateixa inteina i no es va detectar una interferencia apreciable
entre inteines (Brenzel et al., 2006; Shi and Muir, 2005). En canvi, quan es tracta d’inteines al-leliques

com és el cas de la Ssp DnaE i la Npu DnaE, si que poden presentar activitat creuada i donar lloc a un
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procés de tall i unié productiu, la qual cosa es deu basicament a I'elevada similitud entre les

sequiencies (Dassa et al., 2007; Iwai et al., 2006).

Les inteines partides han esdevingut una eina molt utilitzada en diferents aplicacions de treball amb
proteines dins el camp de la biotecnologia i la biologia molecular. Algunes d’aquestes aplicacions es

descriuren en I'apartat seglient d’aquesta introduccio.

1.3 APLICACIONS

L'interés en I'estudi de les inteines i el seu mecanisme no es troba només en el coneixement en si,
siné també en les aplicacions que se’n deriven. Les investigacions realitzades fins a I'actualitat ha
permes el desenvolupament de noves técniques en el camp de la biotecnologia i la biologia
molecular basades en les inteines i la seva activitat. Han aparegut téecniques de purificacio, lligacid i
ciclacio de proteines, i recentment, noves aplicacions in vivo tant en cél-lules com en organismes
(Topilina and Mills, 2014). Actualment, ja hi ha més de 20 técniques basades en el mecanisme de tall

i unié d’inteines. A continuacio se’n descriuen algunes:

1.3.1 Expressio i modificacié de proteines

1.3.1.1 Ciclacié de proteines

Les proteines cicliques son proteines unides per enllag peptidic entre els seus extrems N i C-
terminals. Aix0 fa que presentin una major estabilitat a nivell quimic i termic i una major bioactivitat i
resisténcia a la degradacio per exoproteases respecte a les seves homologues lineals (Jeffries et al.,

2006; Kanno et al., 2007; Sakamoto et al., 2013; Williams et al., 2005).

Per posar en practica aquesta aplicacid (figura 1.9) cal fusionar la proteina de la qual se’n vol fer la
ciclacido a una inteina partida en els seus extrems N i C terminals (lIc-proteina-ly). Mitjangant el
mecanisme de tall i unié s’escindiran els fragments de la inteina i la proteina quedara unida pels seus
extrems N i C terminals. Emprant aquesta técnica s’ha aconseguit de manera rapida I'obtencié
d’amplies llibreries de peéptids ciclics (Abel-Santos et al., 2003; Kritzer et al., 2009; Tavassoli and

Benkovic, 2007).

-
RSN NP EENEEN Pl ’ Pl
|
Ic Pprotemna d'interés (PI) N — - LS )

|c>|N |c>|N

Fig. 1.9. Esquema de la generacid de proteines cicliques.
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La ciclacié in vivo (interior de la cél-lula) de proteines utilitzant inteines, permet ciclar péptids i
proteines sense limitacions de la seva mida i permet la incorporacid de dianes per tal de facilitar-ne
el procés de purificacié (Tavassoli and Benkovic, 2007). Es per tant, una técnica sense restriccions de
tipus i mida de la proteina a ciclar i a més, a diferencia de les técniques de ciclacié de péptids
convencionals, no cal dissenyar els extrems dels péptids per tal que siguin resistents a la maquinaria
catabolica de la cel-lula hoste que pot fer variar 'activitat d’aquests peptids (Gururaja et al., 2000;

Jermutus et al., 2001).

1.3.1.2 Expressio de péptids i proteines toxiques

En els darrers anys, els péptids estan esdevenint una classe important d’agents terapéutics
(Bellmann-Sickert and Beck-Sickinger, 2010; Vlieghe et al., 2010) ja que permeten la regulacidé de
funcions fisiologiques, interaccionant la majoria d’ells amb receptors cel-lulars i induint cascades de
senyals cel-lulars. No obstant, es troben limitats per la seva estabilitat (Frokjaer and Otzen, 2005).
Alguns d’ells requereixen, a més, d’algun grup funcional en el seu extrem N- o C- terminal com pot
ser un a-amida per tal que sigui actiu. Aquests grups funcionals, generalment s’han d’introduir

mitjancant sintesi quimica la qual dificulta i encareix el procés (Merkler, 1994; Vlieghe et al., 2010).

L’expressio de petits peptids i proteines citotoxiques es pot aconseguir mitjangant el mecanisme de
tall i unid. Els peptids es poden expressar de manera conjunta amb la inteina i un domini d’afinitat
per facilitar-ne la purificacié (figura 1.10) i les proteines toxiques es poden expressar de manera
inactiva fent que la inteina parteixi la seva seqliéncia (Topilina and Mills, 2014). Aquesta técnica ha
permes, per exemple, I'estudi de peptids del complex major d’histocompatibilitat (Farfan-Arribas et
al,, 2012) o la purificacié a gran escala del péptid YY involucrat en tractaments d’obesitat
(Greenwood et al., 2011; Karra et al., 2009), amb el grup funcional a-amida en el seu extrem C-
terminal (Albertsen et al., 2013). També, s’ha aconseguit purificar proteines toxiques com les
endonucleases (Miao et al., 2005; Wu et al., 2002) o proteines amb activitats antimicrobianes (Wang

et al, 2012).

| D.A.1| N-term | int | C-term | D.A.2 | > | D.A.1 | peptid | D.A2 | + | int |

Fig. 1.10. Esquema de I'expressio de péptids mitjangant inteines. D.A. fa referéncia a domini d’afinitat 1 i 2
respectivament. N- i C- term. fa referéncia als extrems N i C terminals de la proteina o peptid i int fa referéncia a
la inteina involucrada en el procés.

1.3.1.3 Lligacié de proteines expressades (EPL)

L'EPL és una tecnica que permet obtenir proteines amb modificacions post-traduccionals i introduir
aminoacids no naturals (Muir et al., 1998). Es una técnica semisintética on es necessita una proteina,
la qual, al seu extrem C-terminal hi hagi fusionada una inteina mutada per tal que no es pugui formar

o trencar l'intermediari ramificat (pas 2 del procés de tall i unio, figura 1.5). A més, es necessita un
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peptid, el qual, en el seu extrem N-terminal hi hagi una Cys. Mitjangant sintesi en fase solida de
peptids (SPPS) es pot construir de manera sintética I'extrem N o C terminal de la proteina el qual se i
vol introduir les mutacions post-traduccionals i per tant, se li podran introduir una amplica varietat
de modificacions. L'altre extrem de la proteina que no hagi estat sintetizat mitjangant SPPS s’obté a

partir de I'expressié recombinant de proteines.

La tecnica (figura 1.11) comenga amb el mecanisme de tall i unié que quedara aturat en el pas 2.
Aleshores s’elimina la inteina amb el tractament d’un agent reductor i s’obté la proteina
recombinant amb un grup tioéster en I'extrem C-terminal. El grup tioéster reacciona, amb I'ajuda
d’una lligacié quimica nativa (NCL), amb la Cys que conté el peptid en I'extrem N-terminal formant-
se un enllag peptidic entre les dues moléecules. D’aquesta manera s’obté la proteina fusionada a un
peptid amb les modificacions desitjades (Berrade and Camarero, 2009; Flavell and Muir, 2009).
Mitjangant aquesta técnica, s’ha aconseguit recentment, per exemple introduir modificacions a
receptors transmembrana (Singla et al., 2011) o realitzar modificacions especifiques en anticossos

monoclonals (Vila-Perello et al., 2013).

Expressié recombinant

[0} ;S Expressié recombinant
W%u/\ — 5
Tagr”
Desplagament N = /0 acil o HZN\/E /3
- HS
Inteina SR |

N
Iy

HN.
02 \/ pHs/
“ g
K S
Trans(tio)esterificacié
Agent Reductor \/m

- | @
o Desplagament HN x o
E)J\ s/Oacil > N 2N
s SH i
SPPS i ( Hs”
7SR
v

Fig. 1.11. Esquema del procés d’obtencio de proteines fusionades a partir del métode EPL. Al centre es mostra la
reaccio de NCL en la qual la trans(tio)esterificacio de la proteina a-tioéster amb el péptid amb la Cys en el seu
extrem N-terminal és seguit per un desplacament S/O acil = N per generar un nou enlla¢ peptidic per unir els
dos polipéptids. Els extrems N i C-terminals poden ser obtinguts de manera recombinant o per sintesi quimica
mitjangant sintesi en fase solida de péptids (SPPS). Esquema reproduit de (Vila-Perello and Muir, 2010).

SPPS

1.3.2 Inteines com a mediadores de I'etiquetatge de proteines

La técnica descrita anteriorment (EPL) permet la modificacié del I'extrem N i C-terminal d’una
proteina i també ha permes introduir fosforilacions, glicosilacions etc. Pero hi ha un altre conjunt de

tecniques que permeten fer altres modificacions d’aquestes proteines in vivo incloent la semi sintesi
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de proteines a la superficie cel-lular (Dhar and Mootz, 2011; Volkmann and Liu, 2009) o el marcatge

isotopic de proteines multi domini (Zuger and Iwai, 2005).

1.3.2.1 Marcatge isotopic de proteines multi domini

Aquesta tecnica (figura 1.12a) permet marcar isotopicament només una regid o domini d’una
proteina gran de la qual es volen estudiar aspectes estructurals o dinamics mitjancant RMN reduint
significativament el soroll de fons generat en la RMN de proteines grans. La técnica consisteix en
partir la proteina d’interés en dos dominis i fusionar cada domini amb la Iy o la I¢ introduint les
construccions en dos vectors diferents. Cada vector porta com a factor de seleccid un gen de
resisténcia a un antibiotic diferent i presenten també un promotor diferent. Els dos vectors
s’utilitzen per transformar la mateixa cél-lula i se’n fa créixer un cultiu en medi marcat amb I'isotop
escollit. Quan el cultiu ha crescut, s’indueix I'expressié del domini que es vol estudiar per RMN, el
qual s’expressara juntament amb la Iy o la Ic. Una vegada produit el domini marcat amb I'isotop, es
recullen les cél-lules i es resuspenen en un medi no marcat. Aleshores s’indueix I'expressié del segon
domini que no estara marcat isotopicament i que s’ha fusionat a I'altre fragment de la inteina. A
mesura que es vagi produint el segon domini, es donara el mecanisme de tall i unié i es formara una
proteina amb un domini marcat i I'altre no (Jung et al., 2013; Muona et al., 2010; Volkmann and Iwai,
2010). Aquesta estrategia permet abordar I'estudi estructural i la dinamica d’'un domini no de forma

aillada, sind en el context de la proteina sencera.

Utilitzant trans inteines es pot també fer el marcatge d’un domini central d’'una proteina que
presenti tres dominis (A-B-C). Aquesta tecnica (figura 1.12b) utilitza una trans inteina a partir de dos
punts de tall diferents. Per exemple Npu DnaE té la capacitat de ser activa tant quan la seva
subunitat Ic presenta 36 (Npucsg) que és com es troba en el seu estat natural com quan se li escurcen
els primers 21 residus i forma una subunitat I de només 15 residus (Npuc;s). Les caracteristiques
d’aquesta inteina com també els seus punts de tall seran explicats amb major detall a I’apartat 1.4
d’aquesta introduccid. Per altra banda, les subunitats Iy presenten la resta de residus totals de la
inteina i son la Npuyacse i 1a Npunacis. El primer pas a seguir és la construccié de dos vectors amb les
construccions Npucy5-B-Npuyacss i Npucsg-C. Cada un d’aquest vector porta com a factor de seleccid
un gen de resisténcia a un antibiotic diferent i presenten també un promotor diferent. Els dos
vectors s’utilitzen per transformar la mateixa cel-lula i seguint el mateix protocol que |'anterior
(figura 1.11a) es marca només el domini B de la proteina. El producte obtingut Npuc;5-B-C es purifica
per una cromatografia d’afinitat. Per una altra banda s’expressa i es purifica mitjangant
cromatografia d’afinitat el precursor N-terminal amb A-Npuyacis. Aleshores i de manera in vitro es
barregen els 2 precursors A-Npupacis i Npucis-B-C i es dura a terme el mecansime de tall i unié
obtenint-se d’aquesta manera la unié dels tres dominis A-B-C, on el domini B es trobara marcat

isotopicament (Busche et al., 2009).
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Domini 1 . Domini 2 Domini1 Iy . Domini 2

Vector 1 Vector 2 Vector 1 Vector 2

Recollir cél-lules Purificacié de la

*  enmedino . proteina

marcat

Proteina Multidomini { A H B H C I

Y Y

Marcat isotopicament (**N)

No marcat

Pas 1) lligacié In Vivo

No marcat

\ Pas 2) lligacié In Vitro

.

Fig. 1.12. (a)Esquema del marcatge isotopic de segments de proteines multi domini in vivo. En taronja es
mostren els segments no marcats isotopicament i en verd els dominis marcats isotopicament. (b) Marcatge
isotopic d’un domini intern d’una proteina multidomini. En verd es mostra el domini marcat isotopicament.
Esquema extret de (Busche et al., 2009).

1.3.3 Regulacié de I'activitat proteica a partir del mecanisme de tall i
unié condicionat

La finalitat del mecanisme de tall i unié condicionat és regular I'activitat proteica in vivo d’una
proteina. Per aix0, és essencial que el mecanisme de tall i unid, tant si és en cis com en trans, pugui
ser controlat per un estimul que provingui d’una altra molecula (figura 1.13) o d’un canvi de pH,

temperatura, estat redox o de llum (Chen et al., 2012; Mootz, 2009; Topilina and Mills, 2014).

| Exteina N | Inteina | Exteina C | —>| Exteina N | Inteina | Exteina C |—>| Exteina N | Exteina C | + | Inteina |

Inactiu estimul actiu

Fig. 1.13. Esquema del procés de regulacio de I'activitat proteica a partir del mecanisme de tall i unié
condicionat.

Per exemple, Perrimon i col-laboradors van desenvolupar una variant de la inteina Sce VMA sensible
a temperatura la qual va ser funcional tant en llevats com en D. melanogaster (Zeidler et al., 2004).
De manera natural, hi ha inteines dependents de temperatura en les quals, el mecanisme de tall i
unié es déna només a altes temperatures. Aquests tipus d’inteines sén les que es troben en

organismes termofils (Cambon-Bonavita et al., 2000; Choi et al., 2006).
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Altres investigadors han dissenyat inteines fotoactivables a partir de la fusié d’un grup protector que
és fotosensible (Berrade et al., 2010; Vila-Perello et al., 2007). Mootz i col-laboradors van dissenyar

una trans inteina que indueix I'escissié C a partir d’irradiacions i canvis de pH (Binschik et al., 2011).

En altres investigacions s’ha aconseguit controlar el mecanisme de tall i unié controlant I'estat redox
dels ponts disulfur. Sota condicions oxidants i amb I'adicié d’agents reductors el mecanisme de tall i
unié es veu facilitat per la reassociacié dels fragments de la inteina en trans (Shi and Muir, 2005). En
el cas de la inteina Mma Polll la seva activitat és depenent d’un pont disulfur intern i presenta
diferents activitats en funcié de I'estat redox de la cel-lula o de si aquesta es troba en el periplasma o
el citoplasma d’E. coli (Nicastri et al., 2013). Callahan i col-laboradors van dissenyar una variant de la
inteina Ssp DnaE la qual presentava una Cys -3 a I'exteina N que funcionava com a trampa redox. En
aquesta variant només es duia a terme I'escissié N sota condicions reductores en E. coli. Aixo va
permetre purificar el precursor i provocar I'escissido N in vivo després de I'adicié d’agents reductors
(Callahan et al., 2011). Aquesta inteina va ser utilitzada com a biosensor per determinar I’estat redox
de la cél-lula i com pot condicionar I'activitat de I'exteina que porta unida la inteina (Callahan et al.,

2013).

1.3.4 Inteines com a biosensors

Les inteines poden ser utilitzades com a biosensors per tal de detectar (a) interaccions entre
proteines (Kanno et al., 2009; Ozawa et al.,, 2000; Xu and Evans, 2005), (b) per a la localitzacio i
internalitzacié de proteines (Kim et al., 2004; Zhang et al., 2011), (c) canvis en la metilacié del DNA
(Huang et al., 2012), (d) deteccié de molécules petites (Gierach et al., 2012; Li et al., 2011), (e)
I’activitat d’una proteasa (Kanno et al., 2007) o com ja s’ha avancat, (f) conéixer I'estat redox d’una
cél-lula (Callahan et al., 2013). Aquesta técnica consisteix basicament en quée un estimul provoqui el
mecanisme de tall i unid i que aquest activi la proteina reporter (figura 1.14). Algunes de les

tecniques citades es descriuen a continuacio:

O

Estimul O .
Sensor Inteina I Reporter —_ Inteina [+ Reporter

>
|

Transmissio del senyal
Fig. 1.14. Esquema general de I'utilitzacio d’una inteina com a biosensor.

1.3.4.1 Interaccid de proteines

Per detectar interaccions proteiques emprant inteines es necessita una inteina partida els fragments
de la qual tinguin baixa afinitat d’associacié. Per dissenyar aquests biosensors, es creen dues
proteines de fusid, de les quals cada una portara una proteina de les quals se’n vol estudiar la

interaccid, un fragment de la inteina partida i un fragment de la proteina reporter (luciferasa o GFP).
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En el cas que, les proteines que s’estudien, interaccionen, s’induira el procés de tall i unié ja que els
dos fragments d’inteina estaran molt propers i es reconstituira la proteina reporter i emetra
fluorescencia o es detectara I’activitat de la luciferasa. L'emissié de fluorescencia o llum podra ser
monitoritzada i per tant es podran fer analisis quantitatius de la interaccié entre les proteines

sotmeses a estudi (Ozawa et al., 2000).

1.3.4.2 Localitzacid i internalitzacié de proteines

En aquest cas caldra unir la proteina reporter (luciferasa o GFP) partida en dos fragments i unir cada
un dels fragments a un fragment d’una inteina partida amb elevada afinitat entre les dues
subunitats. El fragment N-terminal és dissenyat per tal que vagi a nucli (o un altre compartiment
desitjat) i el fragment C-terminal porta unit la proteina d’interés per la qual es vol estudiar la
localitzacio, internalitzacié o bé localitzar el seu receptor. Quan el fragment C-terminal es transloqui
a nucli o un altre compartiment desitjat en funcié de la proteina que s’en vol estudiar la seva
localitzacié i/o internalitzacié, es dura a terme el mecanisme de tall i unid i es reconstituira la
proteina reporter i aquesta adquirira fluorescéncia o llum. L’emissié de fluorescencia o llum podra
ser monitoritzada i per tant es podran fer analisis quantitatius de la internalitzacié de la proteina

(Kim et al., 2004).

1.3.5 Requisits de les inteines per ser utilitzades com a eines
biotecnologiques

Amb I'aparicié de noves técniques on s’utilitzen inteines i I'aplicacié d’aquestes en diferents camps
de la biologia molecular, fa que les inteines siguin cada vegada més estudiades i siguin una eina
biotecnologica potencialment interessant. Des del seu descobriment fins ara, van apareixent noves
inteines naturals en els tres regnes de la vida. A la vegada, algunes s’han dissenyat de manera
artificial a partir de les inteines naturals. Aixd s’ha fet per tal de millorar les seves caracteristiques
natives i aixi intentar que siguin més eficients en les diferents técniques en les quals s’han d’utilitzar.
Algunes d’aquestes inteines artificials sén la S11 de Ssp GyrB (Appleby et al., 2009) o una variant de

la inteina fungica PRP8 (Elleuche and Poggeler, 2007).

S’accepta que una inteina en concret és potencialment interessant per ser utilitzada en qualsevol
tecnica on s’utilitzen inteines quan compleix les seglients caracteristiques: és capag de realitzar la
reaccio de manera rapida a diferents rangs de temperatura, no apareixen de manera significativa
reaccions secundaries en el mecanisme de tall i unié (I’escissido N i C), té bona solubilitat i estabilitat,
és activa sota condicions desnaturalitzants i I'eficiencia del mecanisme de tall i unié ha de ser
independent de la naturalesa de I'exteina (Volkmann and Mootz, 2013). A la taula 1.2 es mostren les

inteines partides més utilitzades en el camp de la biologia molecular:
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Fins a I'actualitat, una de les inteines que compleix millor aquests requisits és la trans inteina Npu
DnaE. Aquesta és la inteina que s’ha utilitzat per a la realitzacié d’aquesta tesi doctoral. Els estudis

fets fins a I’actualitat es descriuen en el seglient apartat d’aquesta introduccio.

Taula 1.2. Inteines partides més utilitzades en el camp de la biologia molecular per al desenvolupament de
diferents tecniques

Mida
¢ tin(min)

Iy

Inteines naturals

Ssp DnaE 123 36 35-175

Npu DnaE 102 36 1
Inteines artificials

Mtu RecA 105 38 60-120

Sce VMA 184 55 6

Ssp DnaB 104 47 12

A la taula es mostra el nombre d’aminoacids per cada fragment de la inteina i el temps de vida mitja (t;,)
calculat a partir de la constant de primer ordre (Vila-Perello and Muir, 2010). t,,, és el temps el qual tarda en
formar-se la meitat del producte de tall i unié en un assaig d’activitat de la inteina.

1.4 LA INTEINA Npu DnaE

La inteina partida Npu DnaE de Nostoc punctiforme PCC73102 forma part de la familia DnaE
d’inteines descrites en cianobacteris (Caspi et al., 2003) i pertany a la classe 1 de inteines tot i que no
presenta la penultima His en la regid G. Aquesta inteina es troba formant part del precursor de la
subunitat a de la DNA polimerasa lll d’aquest organisme. La seva massa molecular és de 15832,97 Da
i esta composada per 138 residus, 102 dels quals pertanyen a la Iy i 36 a la I¢ (Iwai et al., 2006). La

seqliencia aminoacidica de cada fragment es detalla a la figura 1.15:

Subunitat Iy:

CLSYETEILT VEYGLLPIGK IVEKRIECTV YSVDNNGNIY

10 20 30 40
TQPVAQW VFEYCL EDGSLIRATK DHKFMTVDGQ
50 60 70 80

MLPIDEIFER ELDLMRVDNL PN
90 100

Subunitat Ic:

MIKIATRKYL GKQNVYDIGV ERDHNFALKN GFIASN
10 20 30

Fig. 1.15. Seqiiéncies aminoacidiques de les subunitats Iy i Ic de la Npu DnaE. En blau es mostren els residus
pertanyents a la regio A, en taronja la regio N2, en vermell la regio B, en verd la regid F i en lila la regio G. No
s’ha trobat cap regié que pugui correspondre a la regio N4 (Perler, 2002).
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Aquesta sequiéncia presenta una regi6 rica en residus hidrofobics (residus 1 al 50 de la subunitat Iy),
una regid rica en residus de carrega negativa (residus 51 al 102 de la subunitat Iy) i per Gltim una
regiod corresponent a la subunitat I¢ rica en residus de carrega positiva. Aquesta disposicio fa que la
inteina en global presenti un pl de 4.84 i, de manera separada, la subunitat Iy i la subunitat Ic

presenten pls de 4.39 i 9.70 respectivament (Artimo et al., 2012).

1.4.1 L’estructura tridimensional

L’estructura d’aquesta inteina resolta per Oeemig i col-laboradors mitjangant RMN a partir de 20
conformacions d’energia minima, es troba dipositada en el protein data bank (Codi PDB 2KEQ). La
resolucié de I'estructura d’aquesta inteina, es va realitzar a partir d’una Unica cadena polipeptidica
corresponent a la fusid de les subunitats Iy i Ic i amb la mutacié C1A per tal d’evitar que la inteina fos
activa (figura 1.16). Els resultats obtinguts per RMN van mostrar que la inteina es trobava
composada basicament per catorze fulls B (46%) i dues hélix a curtes (9%) que formen una proteina
en forma de disc amb un diametre d’entre 19 i 22 A i de 14 A de gruix amb un plegament tipus
ferradura tipic dels dominis HINT, dels quals forma part aquesta inteina (figura 1.16) (Hall et al.,
1997; Johnson et al., 2007). La regié connectora de les subunitats Iy i Ic forma un loop sense
estructura secundaria regular, la qual cosa fa pensar que aquests residus es podrien eliminar sense
afectar la funciod de la inteina. En general, la inteina presenta una estructura globular compacte on la
regié més llarga desordenada identificada correspon al loop entre 12 i B13. (Oeemig et al., 2009).
Cal remarcar també que malgrat presentar tres Cys en la seva seqliéncia, la inteina no té cap pont

disulfur.

Oeemig i col-laboradors van realitzar també experiments de relaxaciéd nuclear de BN. Aquests
experiments permeten un bon coneixement de la mobilitat de I'esquelet de la proteina (Kay et al.,
1989; Luginbuhl et al., 1997). Amb aquests experiments es va poder veure quines eren les regions
que presentaven una major mobilitat interna i van assumir que aquestes regions serien punts de tall
potencials per tal de dissenyar nous punts de partici6 d’aquesta trans inteina. Els residus que
presentaven una major mobilitat van ser el 10, 40, 76, 78, 96-98, 102, 104, 120 i 132. Tots aquests
residus es troben en loops excepte el residu 40. En el cas dels residus 96-98, 102 i 104 es troben
localitzats en el loop que connecta les subunitats Iy i I, suggerint que en aquesta regié la mobilitat és
alta (Oeemig et al., 2009). Amb l'identificacié d’aquests residus, es van realitzar posteriorment el

disseny de nous punts de particié de la inteina.

48



1. Introduccid

Fig. 1.16. Estructura tridimensional de la Npu DnaE. a) Representacio esquematica de I'estructura tridimensional
de la inteina on en blau es mostra la subunitat I i en vermell la subunitat I.. b) Representacié esquematica de les
diferents regions de la inteina on en blau es mostren els residus pertanyents a la regié A, en taronja la regio N2,
en vermell la regid B, en verd la regio F i en lila la regio G. Cal destacar que totes aquestes regions es troben molt
properes entre si formant el centre actiu de la inteina. c) Representacio de la superficie electrostatica de la
inteina on en gris es mostra la subunitat | i en vermell la subunitat I.. Cal destacar que part de la subunitat I es
troba majoritariament enterrada a la regié més hidrofobica de la inteina.

1.4.2 Cinetica i afinitat d’unio de la inteina

Npu DnaE és una de les inteines partides que presenten un t;;; més baix d’entre totes les inteines
que es coneixen fins a I'actualitat. La seva constant de primer ordre (K,s) a 372Césde 1.1+ 0.2 x 102
st que equival a un ty/, de 60s utilitzant head protein D (gpD) com a exteina N i tioredoxina com a
exteina C (Zettler et al., 2009) quan la majoria d’inteines presenten un t;, d’hores (lwai et al., 2006).
Aquest t;/, és molt inferior a altres inteines molt utilitzades en el camp de la biologia molecular com
sén la Ssp DnaE que presenta un t;;, de 35 min a 232C (Nichols et al., 2003) o la Sce VMA amb un t;,
de 6 min a 252C (Brenzel et al., 2006). Més recentment, s’ha descrit que aquesta inteina presenta un
ti/, de només 18.9s a 372C i pH 7.2 utilitzant Ubiquitina com a exteina N i SUMO com a exteina C

(Shah et al., 2012).

A partir dels experiments de relaxacié nuclear de Ooemig i col-laboradors, s’han dissenyat nous
punts de tall en aquesta inteina i s’ha observat que el mecanisme de tall i unioé és actiu quan es troba
partida entre els residus 123 i 124 i entre els residus 131 i 132. En el cas de la inteina partida en el
residu 123 el t;/, observat és de 120 min (Aranko et al., 2009) i en el cas de la inteina partida en el
residu 131 el t;;, observat és de 220 min (Oeemig et al., 2009). Recentment, s’ha descobert que la
inteina també presenta activitat quan es troba partida entre els residus 12 i 13 amb un t;/, de 260
min i entre els residus 36 i 37 amb un t;;, de 18 min (Lee et al., 2012). El fet que aquesta inteina
continui sent funcional en aquestes punts de partici6 permet obtenir fragments de I més curts
encara que el salvatge. Descobrir que partint la inteina Npu DnaE en altres punts i obtenir fragments
de Ic funcionals (de 15 i 6 residus), ha permés sintetitzar artificialment aquests fragments i poder-los
utilitzar en EPL, ja que, la subunitat I de Npu DnaE composada per 36 residus és massa llarga per ser
sintetitzada quimicament juntament amb una exteina que incorpori les modificacions post-

traduccionals desitjades (Aranko et al.,, 2009). Recentment, I'equip de Iwai i col-laboradors han
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buscat nous punts de particié de la inteina. A partir de I'estructura tridimensional de la inteina i dels
experiments de relaxacié per RMN es van buscar quins eren els nous possibles punts de tall. Els
punts de tall seleccionats van ser entre els residus 11 i 12 (N11), 35i 36 (N35), 124 i 125 (C14) com
també, ja descrit anteriorment 131 i 132 (C6). En tots aquests punts de tall, la inteina es va mostrar
activa, perd només en els casos N35 i sobretot en el cas de C14 I'eficiencia de tall i unié era elevada i
comparable amb la inteina quan presenta el seu punt de tall i unié salvatge. En el cas de N11 i C6
I'eficiencia era molt baixa i, a més, les escissions N i C eren significatives. Es van provar altres punts
de tall per obtenir fragments de Ic més curts de 6 residus, no obstant, amb els fragments de I més
curts de 6 residus només es produia escissid N. Aquests resultats van suggerir que com a minim es
necessiten 6 residus del fragment Ic per dur-se a terme de forma correcte el mecanisme de tall i unio

(Aranko et al., 2014).

Només les inteines gp41-1, NrdJ-1, IMPDH-1 i gp41-8 (Dassa et al., 2009) presenten uns ty, inferiors
a Npu DnaE. Gp41-1 presenta un t;;, de 30s a 37°C, pero passa a ser de només 3.8s a 452C, gp41-8
presenta un t;;, de 15s a 379C, NrdJ-1 presenta un t;;, de 7s a 372C i IMPDH que presenta un t;/, de
8s a 372C (Carvajal-Vallejos et al., 2012). Recentment s’ha descobert la trans inteina Acel-TerL amb
un t;; de 7.2 min a 82C, no obstant, presenta una forta dependéncia de la temperatura i a 372C el

t1/, ascendeix fins a 324 min (Thiel et al., 2014).

Des del punt de vista d’afinitat, els fragments de Npu DnaE presenten una elevada afinitat d’unig, la
qual es tradueix en una Kd de 2.9 £ 1.8 nM utilitzant ubiquitina com a exteina N i SUMO com a
exteina C (Shah et al., 2011). Aquesta Kd és similar a I'observada en el complex FKBP12-rapamicina-
FRB que presenta una Kd de 3nM (Chen et al., 1995) i que és ampliament utilitzat per I'associacio de
proteines (Massoud et al., 2010). En el cas d’altres inteines partides, els fragments de la Ssp DnaE
presenten també una elevada afinitat d’unié pero no tant com la de Npu DnaE, en aquest cas, la Kd
observada és de 26 * 12 nM utilitzant la GFP com a exteina (Shi and Muir, 2005) i en el cas de la mini
inteina Ssp DnaB, la Kd d’aquesta augmenta ja fins a 900 nM (Appleby-Tagoe et al., 2011). Sue i
col-laboradors van calcular I'afinitat que presenten els fragments de la Npu DnaE quan aquesta es
troba partida entre els residus 36 i 37 de la Iy. La Kd en aquest cas va ser de 1239 + 200 nM, un valor
molt superior al que presenta aquesta inteina quan es troba partida per la seva regid natural (Lee et

al.,, 2012).

1.4.3 Robustesa de la inteina

A més de presentar un dels t;;, més baixos descrits fins a I'actualitat i una afinitat d’unié molt
elevada, Npu DnaE presenta una elevada robustesa en dur a terme la reaccié de tall i unié i una
elevada capacitat de formar el producte independentment de |'exteina. Entre 6 i 372C la seva Kqps N0

es veu alterada i en preséncia d’'un agent desnaturalitzant com és la urea, la K., no comenca a

50



1. Introduccid

augmentar fins a 6M d’urea. Sota aquestes condicions, el producte de tall i unié format és del 65-
70% respecte al 80-85% observat en condicions optimes (Zettler et al., 2009). A més, recentment
s’ha descrit que Npu DnaE presenta una Tm de 84 2C a pH 7, la qual cosa indica que és una proteina

bastant resistent a altes temperatures (Aranko et al., 2013).

1.4.4 Promiscuitat de la inteina

Malgrat la independéncia que presenta Npu DnaE a I’hora de dur a terme el tall i unié de I'exteina
que porta unida, estudis de mutagénesi dirigida demostren que la substitucié de la Cys per una Ser a
la posicid +1 provoca una abolicié completa del procés de tall i unid i que els tres residus de I'extrem
N-terminal de la C-exteina han de ser Cys-Phe-Asn per tal d’obtenir un tall i unié eficient (Lockless
and Muir, 2009; Shah et al., 2012). Substituint la Phe +2 per un Trp o Met i conservant la Cys +1 i Asn
+3 es poden obtenir uns resultats en I'eficiencia del mecanisme de tall i unié semblants als obtinguts
amb el triplet Cys-Phe-Asn. Altres mutacions en aquests 3 residus empitjoren o bloquegen

I'eficiencia de la inteina (Cheriyan et al., 2013).

En el cas de I'extrem N-terminal, la regié no requereix de gran especificitat i la inteina accepta gran
varietat de seqliencies de les diferents exteines. No obstant, si que és indispensable que el primer

residu de la inteina sigui una Cys (Cheriyan et al., 2013).

A més, una caracteristica que presenta Npu DnaE juntament amb tota la familia d’inteines partides
DnakE és que I'escissio C només es pot produir en cas que hi hagi hagut primer I'escissié N excepte en
el cas de la mini inteina Ssp DnaX (Qi et al., 2011). Algunes inteines se’ls ha mutat la Cys 1 per una
Ala per tal de suprimir I'escissid N sense interferir I'escissio C, en el cas d’aquestes inteines, aquesta
mutacié també suprimeix I'escissié C (Martin et al., 2001; Zettler et al., 2009). Només la mutacié
D118G és capag de bloquejar el mecanisme de tall i unié en aquesta inteina i induir I'escissio C sota
condicions reductores i sense I'escissio N prévia (Ramirez et al., 2013; Wood et al., 1999). Aquesta
Npu DnaE amb la mutacié D118G va ser utilitzada per elaborar un protocol de purificacié de
proteines extremadament rapid basat en el fenomen de I'escissié C. Aquesta variant presenta una
elevada velocitat de formacié de I'escissid C en preséncia d’agents reductors, on en només 30 min
s’ha format el 90% de Iescissié a 222C. L’escissié C, és a la vegada independent del residu +1, ja que
es va observar en tots els aminoacids que ocupaven aquesta posicié excepte per Pro i Thr. L’escissid
C es pot inhibir en aquesta variant mitjangant ZnCl, (0.5 mM) sota condicions no reductores (Guan et

al., 2013).
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1.4.5 El procés associatiu dels fragments Iy i Ic

El procés pel qual els dos fragments de inteina associen no és del tot conegut. No obstant, s’ha
postulat que les interaccions ioniques tenen un paper clau en I'associacié de les inteines partides
(Dassa et al., 2007). Per altra banda i utilitzant la Npu DnaE com a model, es va voler demostrar com
les forces electrostatiques entre els fragments de la inteina participaven també en el procés
associatiu. Per estudiar el paper d’aquestes forces electrostatiques es van buscar basant-se en
I’esctructura de la inteina, totes les parelles de residus + i — que es troben en les dues subunitats i es
van crear mutants dels fragments de Iy i Ic. Per una banda, els residus acids del fragment Iy
seleccionats es van mutar a residus basics i per I'altra banda, els residus basics del fragment I
seleccionats es van mutar a residus acids. Es van fer els assajos d’activitat amb totes les
combinacions possibles i es va veure que només el mecanisme de tall i unié era actiu quan hi havia
complementarietat de forces electrostatiques (figura 1.17). Es a dir, es va observar activitat quan el
fragment |y amb carrega positiva neta es barrejava amb el fragment I. de carrega negativa neta i
quan el fragment Iy amb carrega negativa neta es barrejava amb el fragment I de carrega positiva

neta (inteina salvatge).

Quan els dos fragments de la inteina presentaven carrega negativa o positiva neta no s’observava
activitat. A més, I'afinitat que presentaven el fragment Iy de carrega positiva neta amb el fragment
de I de carrega positiva neta era semblant a I'observada en els dos fragments salvatges (Shah et al.,

2011).

ED S -

Npu DnaE wt

-. + B- —)» Tall i unié bloquejat
Iymutada

- - >+ ‘-—)(—bTaIIiunié bloquejat
Ie mutada

D Sl — N

Intercanvi de cérreques

Fig. 1.17. Esquema de I'especificitat en I'intercanvi de carregues en I'activitat de Npu DnaE. Esquema reproduit
de (Shah et al., 2011).

Recentment, I’equip de Muir i col-laboradors han mostrat com el fragment Iy de la inteina Npu DnaE
es troba parcialment plegat, mentre que el fragment Ic es troba completament desplegat. Mitjangant
RMN van observar que el fragment |y presentava una primera meitat (NpuN,) corresponent als
residus 1 a 50 amb una elevada concentracié de residus hidrofobics i una baixa carrega neta mitjana.
Aix0 indicava que aquesta primera meitat es trobava forca estructurada. Per altra banda, l'altra

meitat del fragment (NpuN,) corresponent als residus 51 a 102 presentava una elevada quantitat de
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residus anidnics i una alta carrega neta mitjana que faria que aquesta part es trobés desestructurada
(Uversky et al., 2000). A més, NpuN, i el fragment Ic presentaven una elevada complementarietat
electrostatica. Estudiant la interaccid6 que presentaven els diferents fragments mitjancant
cromatografia per exclusié de mida i laser multi angle de dispersié de llum (SEC-MALS), es va veure
que no hi havia interaccions entre NpuN; i el fragment Ic i que en canvi, si que n’hi havia entre NpuN,
i el fragment .. Tornant als estudis de RMN, van veure com NpuN, sola no presentava estructura,
mentre que, quan aquesta es trobava en presencia del fragment I adoptava estructures d’hélix a i
comformacions B en les mateixes regions que es van observar en la inteina nativa. Amb els 13
primers residus del fragment Ic juntament amb NpuN, (residus 51 a 115) es va observar que la
proteina es trobava estructurada, indicant que els 13 primers residus de la I¢ eren suficients pel
plegament de NpuN,. Aleshores, es va fer un seguiment del procés associatiu mitjangant
fluorescencia. Per dur a terme aix0, es va mutar el triptofan 47 present a NpuN; per una tirosina i la
tirosina 58 present a NpuN, es va mutar per un triptofan. Aquestes mutacions no van afectar
significativament la capacitat d’associacid ni I'activitat de la inteina. Amb els estudis previs
mitjangant RMN i el seguiment del procés associatiu mitjangant fluorescencia es va acabar proposant
que el procés associatiu es dona per un mecanisme de captura i col-lapse on en primer lloc es
produeix una interaccio (captura) per part dels fragments Ic i NpuN,. Aquesta captura té lloc gracies
a la complementarietat electrostatica que presenten els 2 fragments. Després d’aquesta captura, les
regions flexibles de NpuN, es col-lapsen en un estat ordenat que quedaria estabilitzat per les
interaccions hidrofobiques entre I¢ i la regidé estructurada pertanyent a NpuN; A partir d’aquest
col-lapse i estabilitzacié de la inteina, s’assoleix la conformacid nativa i aquesta adquiriria la capacitat
per dur a terme el tall i unié de les exteines (Shah et al., 2013b). Aquest mecanisme de captura i

col-lapse es troba esquematitzat a la figura 1.18.

le

Captura Col-lapse
—— ——

Unio intermediaria

Complex final
{Complex NpuNj-Ic)

NpuN; NpuN,

® Punt d'unié a I'exteina

Fig. 1.18. Esquema del mecanisme de captura i col-lapse proposat per Muir i col-laboradors. El fragment N-
terminal de la I- és capturat per la segona part de la Iy (NpuN,) compactant aquesta part en una regio
estructurada. Aquest intermediari després col-lapse el que resta de la I- en la primera part de la Iy (NpuN,)
assolint la conformacié nativa. Esquema reproduit de (Shah et al., 2013b).
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OBJECTIUS

L'estudi de les inteines ha permes desenvolupar noves tecniques en el camp de la biotecnologia i
biologia molecular basades en l'activitat que presenten aquest tipus de proteines. De totes les
inteines descobertes fins a I'actualitat, una de les més interessants i utilitzada és la trans inteina Npu
DnaE de Nostoc punctiforme. Aquesta inteina, tal i com s’ha descrit en la introduccid, és una de les
que presenta una velocitat de reaccié més elevada, una bona solubilitat i una considerable estabilitat

i és activa independentment de I'exteina que porta unida.

En aquesta tesi es va proposar realitzar un seguit d’estudis relacionats amb I'estabilitat, la cinética i
I'estructura per tal d’entendre millor aspectes mecanistics, el procés d’associacid dels fragments Iy i
I, i 'efecte d’aquesta associacié en el plegament global de la inteina. Aquest conjunt d’estudis
hauria de permetre aprofundir la comprensié de les excel-lents qualitats que presenta aquesta
inteina i obrir la possibilitat de desenvolupar noves aplicacions biotecnologiques utilitzant aquesta

inteina. Per tant, els objectius concrets d’aquesta tesi sén:

1. Dissenyar i construir uns vectors per a la expressié i produccié de la inteina Npu DnaE activa
tant quan aquesta es troba formant part d’una Unica cadena polipeptidica (cis), com en
forma de subunitat Iy i subunitat I separades (trans) i de la subunitat Iy aillada.

2. Dissenyar i optimitzar protocols de purificacié de la inteina Npu DnaE activa en les diferents
versions esmentades anteriorment.

3. Caracteritzar I'estabilitat termica a diferents valors de pH que presenten les diferents
variants de Npu DnaE.

4. Estudiar I'efecte de la substitucid per Ser en les posicions C1 i C+1 en I'activitat de la inteina.

5. Dissenyar i construir vectors per I'expressio i purificacio de la subunitat Iy amb fragments de
Ic de longitud creixent corresponent a diferents cadenes B d’aquesta subunitat per tal
d’obtenir les variants Iylc_sc114, Iylc_sc123 i lylc_sc131.

6. Caracteritzar per técniques espectroscopiques el plegament que presenten la subunitat Iy
aillada i les diferents variants Iylc_sc114, Iylc_sc123 i Iylc_sc131 per tal d’estudiar I'efecte

que té la subunitat I en el plegament global de la inteina.
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3.1 MATERIAL BIOLOGIC

3.1.1 Soques bacterianes

En la realitzacié d’aquest treball s’han utilitzat les seglients soques de I'espécie Escherichia coli, el

genotip dels quals es troba detallat a continuacié:

3.1.1.1 E. coli DH5a

Aquesta soca ha estat utilitzada per a I'obtencid de les diferents construccions realitzades a partir
dels vectors pET22b(+), pRSET/EmGFP, pSKBAD2, pSKDuet01 i pBADm. S’ha utilitzat aquesta soca
perqué presenta una elevada taxa de transformabilitat, a més del caracter genotipic hsdR17(rk-
,mk+), que li proporciona la capacitat de metilar el DNA propi i alhora l'incapacita de destruir
qualsevol DNA fora. Aquesta caracteristica és essencial per tal d’obtenir el DNA que sera utilitzat
com a motlle en les reaccions de mutagenesi dirigida per oligonucleotid, el qual ha d’estar metilat en

la sequiéncia reconeguda per I’enzim de restriccié Dpnl. (Hanahan, 1983)

Genotip: F-, 880AlacZAM15, A(lacZYA-argF), U169, deoR, recAl, endAl, hsdR17(rk-, mk+), phoA,
supEd4, \-, thi-1, gyrA96, relAl

3.1.1.2 E. coli BL21(DE3)

Aquesta soca ha estat utilitzada per a I'expressié de les diferents construccions obtingudes a partir
dels vectors pET22b(+), pRSET/EmGFP, pSKBAD2, pSKDuetO1 i pBADm. Ha estat obtinguda de
Novagen (EUA). Presenta la particularitat que en el gen int del genoma bacteria s’hi ha inserit el
profag DE3 (derivat del fag A). Consequentment, el gen int bacteria resta inactiu. La inactivacio del
gen int fa que el profag DE3 no es pugui escindir del genoma ni tornar-se a integrar, de manera que
resta com a lisogen estable. El profag DE3 consisteix en un fragment de DNA que conté el promotor
lacUV5, un fragment inicial del gen lacZ i el gen que codifica per la RNA polimerasa de T7. En
aquestes condicions, I"Gnic promotor capag de conduir la transcripcié de la RNA polimerasa de T7 és
el promotor lacUV5, el qual és induible amb IPTG. En afegir IPTG a un cultiu d’aquesta soca en fase
exponencial de creixement, es transcriu la RNA polimerasa de T7, la qual transcriu el gen que ha
estat clonat darrera del promotor reconegut per aquesta polimerasa en els plasmidis pET22b(+),

pPRSET/EmGFP, pSKBAD2, pSKDuet01. (Studier and Moffatt, 1986)

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

3.1.2.1 Vectors derivats de pRSET/EmGFP

Per al clonatge i expressid de la inteina Npu DnaE descrita en aquest treball, s’ha utilitzat el vector

pRSET/EmGFP procedent de Invitrogen (USA). (Schoepfer, 1993)

El vector presenta un origen de replicacio d’E. coli i el promotor T7 reconegut per la RNA polimerasa
del T7. Seguit del promotor hi ha una seqiiencia que codifica per 6 histidines que permeten facilitar
la purificacié de la proteina a partir de columnes d’afinitat Ni-NTA. El vector presenta també la
seqliencia d’EmGFP, una proteina fluorescent, seguit d’una seqiiéncia terminadora. Tant en l'inici del
gen de EmGFP i en la seqiiéncia terminadora hi ha la zona de clonatge multiple. Com a mecanisme
de seleccid el vector és portador del gen de resisténcia a I'ampicil-lina. El vector no és portador de
I'operador lac. D’aquesta manera, la proteina clonada en el vector s’expressa de forma constitutiva

en la cél-lula sempre i quan aquesta presenti la RNA polimerasa de T7.

3.1.2.2 Vectors derivats de pET22b(+)

Per a I'expressié de Iy i Ic associades descrit en aquest treball s’ha utilitzat el vector pET22b(+)

procedent de Novagene (EUA) (Better et al., 1988).

Aquest vector presenta un origen de replicacié d' E. coli (ori) i un promotor del tipus T7lac i és
portador del gen de resistencia a I'ampicil-lina. El vector també conté la seqiiencia pelB de 63 pb que
codifica per un peptid senyal d’exportacid periplasmatica. Darrera d’aquesta seqliéncia presenta una
zona policonnectora amb deu possibles dianes, on es poden inserir els gens forans, expressant-se la
proteina per la qual codifiquen fusionada al péptid pelB. Aquest peptid esta dissenyat per exportar

les proteines heterologues al periplasma de la cel-lula bacteriana.

3.1.2.3 pSKDuet01

Per al clonatge i expressio de la |y de Npu DnaE descrita en aquest treball, s’ha utilitzat el vector

pSKDuet01 procedent de Addgene (USA). (Iwai et al., 2006)

El vector presenta un origen de replicacio d’E. coli i el promotor T7 reconegut per la RNA polimerasa
del T7 induible per IPTG. Seguit del promotor hi ha una seqléncia codificant de 6 histidines, el
domini GB1 (domini B1 d’una proteina que uneix les 1gG) i la seqiencia de la Iy de la inteina Npu
DnaE. A la vegada, el vector és portador del gen de resisténcia a la kanamicina. El sistema

d’expressid d’aquest vector segueix el mateix model que el descrit en el vector pET22b(+).
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3.1.2.4 pSKBAD2

Per al clonatge i expressio de la Ic de Npu DnaE descrita en aquest treball, s’ha utilitzat el vector

pSKBAD2 procedent també de Addgene (USA). (Iwai et al., 2006)

Aquest vector presenta un origen de replicacié d’E. coli i el promotor araBAD, promotor de |'operé
d’arabinosa, induible per arabinosa. Seguit d’aquest promotor hi ha la seqliéncia de la I de la inteina

Npu DnaE fusionada al domini GB1. El vector presenta també el gen de resistencia a I'ampicil-lina.

3.1.2.5 Vectors derivats de pBADM

Per al clonatge i expressié de les diferents Iylc_scX descrites en aquest treball, s’ha utilitzat una série

de vectors procedents de pPBADM procedents de EMBL (Alemanya).

Aquesta serie de vectors dissenyats per facilitar el procés d’expressié i purificacié de proteines,
presenten un origen de replicacié d’E. coli i el promotor araBAD, promotor de I'operd d’arabinosa
induible per arabinosa. Seguit d’aquest hi ha una proteina de solubilitzacié fusionada a una
seqliencia codificant de 6 histidines. Tot seguit hi ha una diana reconeguda per la proteasa TEV
(Tobacco etch virus) i una seqliéncia policonnectora amb diferents dianes on es poden inserir els
gens forans. La proteina d’interés sera expressada juntament amb la diana reconeguda perla TEVii la
proteina de solubilitzacié que contindra una cadena rica en histidines per facilitar-ne la purificacio a
través d’una columna de Ni-NTA. Aquesta série de vectors, tots ells portadors del gen de resisténcia
a I'ampicil-lina i induibles per arabionasa, és composada per 4 vectors diferents en funcié de la
proteina de solubilitzacié que contenen:

- pBADM-20(+): Conté la TrxA (Thioredoxin)

- pBADM-30(+): Conté la GST (Glutathione S-Transferase)

- pBADM-41(+): Conté la MBP (Maltose Binding Protein)

- pBADM-60(+): Conté la NusA

3.2 METODES MICROBIOLOGICS

3.2.1 Medis de cultiu

Pel creixement i propagacié de les diferents soques bacterianes s’han utilitzat els medis de cultiu
Luria-Bertrani (LB) i medi minim. El medi LB es tracte d’un medi ric d’ds comu i es pot preparar tant
per utilitzar-lo en cultius liquids o solids. El medi minim és utilitzat només per la produccié de

. 15,, . 13 . ez . ; .
proteines marcades amb "N i ~C. La composicié per un litre de cada un d’ells és la seglient:
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3.2.1.1 Medi LB

Triptona 10g
Extracte de llevat 5g
NaCl 10g

Enrasar a un volum final de 1 litre amb aigua destil-lada. Cal ajustar el pH a 7.2 amb NaOH,
esterilitzant posteriorment a I'autoclau durant 20 min a 121°C. Per l'obtencié de medi solid per

plaques de cultiu s’afegeixen 15 g d’agar per litre de medi (1.5% final).

3.2.1.2 Medi minim

Sobre 877 ml d’aigua milliQ autoclavada i en condicions esteérils afegir seguint I'ordre segiient:

MgSO, 1M 1ml

CaCl, 1M 200 pl

Hidroclorur de tiamina 40mg/ml 1ml

Elements traca 10 ml

10XM9 100 ml

Glucosa (Font C) 2 g (dissolts en 5 ml d’aigua milliQ)
NH,HCI (Font *°N) 0.5 g (dissolts en 5 ml d’aigua milliQ)
Medi LB 1ml

Preparacié elements traca: 800 ml d’aigua milliQ + 5 g de Na,EDTA + 0.5 g de FeCl; + 0.05 g de ZnCl,
+ 0.01 g de CuCl, + 0.01 g de CoCl, + 0.01 g de H3BO; + 1.6 g de MnCl,-6H,0, ajustar a pH 7 després

de I'addici6 de cada un, enrasar fins a 1 |, autoclavar i guardar a 42C

Preparacié de 100 ml de 10XM9: 6 g de Na,HPO, + 3 g de KH,PO, + 0.5 g de NaCl, enrasar fins a 100

ml, ajustar a pH 7 — 7.4 amb NaOH i autoclavar.

3.2.2 Antibiotics

Quan es treballa amb soques transformades amb vectors, els medis de cultiu s’han de complementar
amb els antibiotics pels quals el vector confereix resisténcia. D’aquesta manera creixen només les
cel-lules portadores del vector i la soca no perd informacié genetica de la qual és portadora. En la
complementacié dels medis es parteix d’una soluci6 mare esterilitzada d’antibiotic. Si cal
complementar medi solid, I'antibiotic s’afegeix al medi ja fred, just abans de distribuir-lo a les

plagques.

L’antibiotic de seleccio de les cél-lules que contenen el plasmidi pRSET/EmGFP, pET22b(+), pSKBAD?2 i
pBADM és I'ampicil-lina, mentre que en el cas de pSKDuet01 és la kanamicina. Es parteix d’una
solucié mare de 100mg/ml en aigua destil-lada esterilitzada per filtracié (0,22 um de diametre de
porus) i es guarda aliquotada a —202C. Per al seu Us, la solucié mare es descongela i s’addiciona al
medi en condicions esterils. La concentracié de treball de I'antibiotic en els diferents medis de cultiu

ha estat de 100 pg/ml.
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3.2.3 Manteniment de les soques

Per al manteniment a curt termini de les soques de E. coli, portadores o no de plasmidis, es cultiven
en plaques de Petri amb medi LB i es guarden a 42C en posicié invertida. Les plaques han d’estar
etiquetades convenientment (soca, plasmidi i data de sembra) i seques (si és necessari es poden
deixar obertes dins de la cabina de flux laminar per tal d’assecar-les). Un cop sembrades, les plaques
s’incuben en posicio invertida a 372C o/n fins que les colonies siguin visibles i després es guarden a

49C protegides amb parafilm.

El procediment dut a terme per a I'obtencid dels glicerinats consisteix en inocular una colonia de la
soca desitjada en 10 ml de medi LB, incubar a 372C en agitacio (250 rpm) o/n, prendre una aliquota
de 850 pl del cultiu, transferir-la a un tub Eppendorf esteril i afegir 150 ul d’'una solucié de glicerol

80% esterilitzada a I'autoclau. S’homogeneitza i es guarda a -80°C.

Per inocular un cultiu a partir d’'un d’aquests estocs congelats, es toca amb una nansa de Kolle,
esterilitzada a la flama, la superficie del glicerinat (superficialment descongelat) i es realitza una
estria en medi solid. Posteriorment es selecciona una colonia i s'inocula en un nou medi liquid. El

glicerinat es retorna al congelador sense que s’hagi deixat descongelar completament.

3.2.4 Creixement dels cultius

Tot el material que s’utilitza per a la manipulacié de microorganismes ha de ser esteril. El material i
la majoria de reactius s’esterilitzen a I'autoclau amb I'excepcié dels antibiotics, que s’esterilitzen per
filtracié a través d’un filtre de 0.22 um. En general, les condicions d’esterilitzacié a I'autoclau sén de

20 min a 121°C.

Els cultius de menys de 10 ml s’han preparat sempre a partir d’'una colonia Unica aillada en placa de
Petri o bé d’un glicerinat. Per a cultius de volum superior sempre s’ha fet créixer abans un pre-inocul
de volum adequat, referit normalment com a cultiu overnight (o/n), per després afegir-lo al medi de
cultiu a una relacié 1:100 (inocul:medi). El temps d’incubacié dels cultius o/n ha estat sempre entre
12 i 15 h. No s’han realitzat incubacions de més durada, ja que pot veure’s reduida la poblacié de
cél-lules portadores del vector d’interés, en favor de la poblacié de cél-lules sense vector. El volum
del medi de cultiu ha estat sempre com a maxim 1/5 part de la capacitat del flascé. Tots els cultius

s’han incubat a 18 0 372C i en agitacié constant entre 180 i 250 rpm.

Totes les manipulacions s’han de fer a la cabina de flux laminar. Aquesta s’esterilitza per irradiacio
durant 10 min amb llum ultraviolada i mentre no s’atura el flux es pot considerar esteril. També es

convenient, si la cabina s’ha utilitzat moltes vegades, rentar la superficie de treball amb etanol 70%.
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També és convenient treballar amb la flama encesa i flamejar qualsevol tub, pot o ampolla que
s’obri. La nansa de Kolle s’esterilitza flamejant-la al bunsen i la de Digralsky, flamejant-la amb I'ajut

d’etanol 95%.

En el cas dels cultius en placa la durada de la incubacié va entre 10 i 16 hores. Cal observar la
presencia de colonies clares evitant la formacio de colonies satél-lit. Aquestes apareixen després de
periodes perllongats d’incubacid i sén conseqiieéncia de processos de degradacio de I'antibiotic al

voltant de les colonies portadores del vector.

3.3 TECNIQUES DE DNA RECOMBINANT

3.3.1 Manipulacio del DNA

A I'hora de treballar amb acids nucleics és important I'esterilitat del material i la cura amb qué ha de
treballar qui els manipula, per tal d’evitar contaminacions amb nucleases que podrien degradar la
mostra o amb altres fragments de DNA que podrien donar lloc a resultats no desitjats. Per aixo, cal
esterilitzar a I'autoclau les puntes de pipeta, tubs Eppendorf i qualsevol altre material que hagi de
tenir un contacte directe amb el DNA. Pel mateix motiu també cal autoclavar totes les solucions que
tinguin contacte amb el DNA i si aix0 no és possible, cal esterilitzar-les per filtracio. Aixi mateix, és
recomanable manipular les solucions amb guants i en determinades ocasions es recomana I'is de

quelants d’ions divalents com I'EDTA que impossibilitin I'accié de les nucleases.

3.3.2 Obtencié de DNA plasmidic

L'obtencié de DNA plasmidic o minipreparacions de DNA a partir de les soques bacterianes a les
quals ha estat transformat, permeten obtenir de manera rapida DNA plasmidic. Aquest DNA és util
per a realitzar posteriors digestions amb enzims de restriccid, clonatges, lligacions, PCR,

seqlienciacions i transformacions.

En aquest treball s’ha utilitzat un Kit comercial, QlAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen), seguint el

protocol seglient:

Transferir 1.5 ml d’un cultiu de nit de cel-lules transformades amb el vector d’interés a un tub
Eppendorf. Centrifugar a 15000 rpm durant 30 s i eliminar el sobrenedant per aspiracié. Repetir el
procés tres vegades. Resuspendre el sediment amb 250 pl de solucié de resuspensié. En aquest pas
es produeix el trencament de les cél-lules i I'eliminacié del RNA. Aplicar 250 pl de solucié de lisi
cel-lular. La solucié esdevindra viscosa i lleugerament clara per la desnaturalitzacié del DNA. Afegir
350 ul de solucié neutralitzadora. La solucié es tornara térbola i blanquinosa a causa de la

precipitacio del DNA genomic. Centrifugar 10 min a 15000 rpm. Aplicar el sobrenedant a les
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columnes d’adsorcio de silica i centrifugar durant 60 s a 15000 rpm. La silica de les columnes reté el
DNA. Rentar el DNA amb 0.75 ml de solucié de rentat que conté etanol. Es fan dos centrifugacions de
60 s per eliminar restes d’etanol. Assecar durant 15 min a 372C per acabar d’eliminar I’etanol, el qual
podria interferir en les reaccions enzimatiques posteriors. S’elueix el DNA amb 50 pl de solucié

d’elucié centrifugant 1 min a 15000 rpm. El DNA purificat es pot guardar a -202C.

3.3.3 Electroforesi de DNA en gel d’agarosa

Aquesta tecnica, s’ha utilitzat per analitzar preparacions de DNA plasmidic, productes de digestid
amb enzims de restriccid i productes de PCR, a banda de ser I'etapa preliminar per a la purificacié de

fragments de DNA.

Per a la preparacid dels gels s’ha utilitzat agarosa de baixa electroendosmosi (Ecogen, Espanya). Pel
que fa al percentatge d’agarosa per a la preparacio del gel, ha oscil-lat sempre entre un 0.8% i un
1.2%, en funcié de la mida dels fragments que es volen separar. Com més gran sigui el fragment de
DNA menys percentatge cal utilitzar d'agarosa. El tampo d'electroforesi utilitzat és el TAE (Tris-Acetat
40 mM, EDTA 2 mM, pH 8.0). En aquestes condicions el DNA es mou en base a la seva carrega i se
separa en funcié de la longitud i conformacio de les molécules. Les molécules de DNA es visualitzen
tenyint el gel amb un agent que s’intercala entre les bases del DNA (Bromur d'etidi, afegint al gel a

una concentracio final de 0.5 ug/ml) i que emet fluorescéncia quan és transil-luminat amb llum UV.

3.3.4 Purificacio de fragments de DNA a partir de gels d’agarosa

Per dur a terme la purificacio de fragments de DNA s’ha utilitzat el Kit comercial QIAquik® Gel
Extraction Kit (Qiagen, Alemanya), que permet purificar fragments entre 70 pb i 10 Kb, seguint el

protocol de la casa comercial.

Tallar la banda de DNA minimitzant al maxim la mida del fragment escindit, posar la banda de gel en
un tub Eppendorf i pesar-la. Solubilitzar el fragment amb 300 pl de tampé de solubilitzacié per cada
100 mg de gel. Incubar 15 min a 502C — 609C o fins que el fragment de gel estigui totalment dissolt,
carregar a la columna d’adsorcié de silica proporcionada per la casa comercial amb la solucid i
centrifugar 60 s a 15000 rpm, eliminar el sobrenedant i addicionar 750 ul de tampd de rentat (conté
etanol). Centrifugar dues vegades a 15000 rpm durant 60 s, evaporar les restes d’etanol mantenint

15 min a 372C i eluir el DNA amb 50 pl de tampd d’elucié. EI DNA purificat es pot guardar a -202C.

3.3.5 Estimacio espectrofotometrica de concentracions de DNA

Per a fer una estimacié de la quantitat de DNA present en una dissolucio, s’ha mesurat I'absorbancia

a 260 nm d’una dilucié de la solucié de DNA de la qual es vol determinar la concentracié. S’accepta
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de forma general que una unitat de densitat optica a 260 nm equival a una concentracio de 50 pg/ml

de DNA de doble cadena i a 20 pg/ml d’un oligonucleotid.

3.3.6 Utilitzacié d’enzims que modifiquen el DNA

3.3.6.1 Tractament amb enzims de restriccio

Durant aquest treball s’han utilitzat enzims de restriccid de tipus Il per obtenir fragments de DNA
amb extrems cohesius, els quals es poden purificar i unir per donar lloc a molécules de DNA

quimeriques.

L'activitat dels enzims de restricciod i la seva especificitat es troba directament relacionada amb el pH,
la forga ionica i la temperatura a la qual la reaccidé es duu a terme. Aixi, les condicions optimes
d’incubacio per a cada digestié dependran dels requeriments especifics de I'enzim a fi d’assolir el seu
maxim d’activitat i un correcte reconeixement de la seva diana especifica. A continuacié es detallen

les condicions generals que s’han emprat:

El volum d’enzim de restriccio addicionat a la reaccié no ha sigut mai superior al 10% del volum final
de la digestio. Aixo és degut a que els enzims de restriccid sén subministrats en solucions al 50% de
glicerol i per a molts d’ells, una concentracié de glicerol superior al 5% en la barreja de reaccié els fa
perdre |'especificitat de reconeixement. Aquesta pérdua d’especificitat també es pot manifestar, si la

concentracié d’enzim respecte la de DNA és massa elevada (> 25 U/ug de DNA).
Les barreges de restriccio s’han incubat a 372C entre 1i 3 h.

En el cas de reaccions amb dos enzims de restriccid diferents, I'addicid dels enzims era simultania
quan tots dos presentaven activitat optima en les mateixes condicions, és a dir, en el mateix
amortidor. Una vegada realitzada la digestio caldra separar els fragments obtinguts mitjangant una

electroforesi en gel d’agarosa seguida d’una purificacié d’aquests fragments.

3.3.6.2 Reaccio de lligament amb la DNA lligasa de T4

Barrejar els fragments de DNA que es volen lligar i que préviament s’hauran purificat d’un gel
d’agarosa amb el volum necessari d’amortidor de la DNA lligasa de T4 (Roche, Alemanya). Aquest
amortidor el proporciona concentrat deu vegades la casa comercial juntament amb I'enzim, i és
recomanable guardar-lo en aliquotes de 5-10 pl a -202C. En el cas d’extrems cohesius és aconsellable

utilitzar una relacié entre vector i inserit de 1:4.

Afegir la lligasa de DNA de T4 (Roche) en una proporcié de 0.1 - 0.5 unitats per ug de DNA. Incubar la

reaccio de lligament a 182C durant 15 - 20 h. Si es treballa amb concentracions més elevades de
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lligasa (fins a 5 U/ug de DNA), es pot optar, sobretot en lligaments d’extrems cohesius, per
incubacions de 2 - 4 h a temperatura ambient, cosa que redueix el risc de degradacié dels

components de la reaccid.

En el cas d’un Iligament vector-inserit que no requereixi manipulacions posteriors, aquesta mescla
pot utilitzar-se directament per a transformar cél-lules competents. En el cas que no es pensi utilitzar

immediatament, es pot guardar a -202C.

3.3.7 Mutageénesi dirigida per oligonucleotid: Métode “QuikChange™”

El métode QuikChange, desenvolupat per Stratagene (EUA), permet introduir una mutacié especifica
en una seqiencia de DNA coneguda, utilitzant DNA de doble cadena com a motlle. El procés consta
de dues etapes: una amplificacié no exponencial amb un termociclador per tal de produir DNA mutat

i una digestié amb I’'enzim de restriccié Dpnl per tal d’eliminar el DNA parental.

Per a aquest métode és necessari un vector de doble cadena portador del gen a modificar i dos
encebadors sintetics que continguin la seva seqiéncia amb la mutacié desitjada. Aquests dos
encebadors han de ser complementaris entre ells i d’aquesta manera es generen, utilitzant la reaccid
en cadena de la polimerasa, plasmidis portadors dels gens amb la mutacié desitjada. El producte és
tractat amb I'enzim de restriccié Dpnl, la funcié del qual és digerir el DNA que contingui una cadena
parental (metilat o hemimetilat) i aixi seleccionar el DNA sintetitzat que conté la mutacié (no
metilat). Dpnl és un enzim de restriccié de tipus Il que reconeix la diana GATC Unicament quan la
guanina es troba metilada a la posicié 5. La reaccid de digestié es realitza a 372C 1h. El producte

digerit pot ser transformat directament sobre cél-lules d’E. coli.

3.3.7.1 Disseny dels oligonucleotids

De manera general, quan es vol substituir una Unica base per una altra, els oligonucleotids utilitzats
per a la mutagénesi han de tenir una longitud aproximada de 21 bases, amb la mutacid centrada. En
el cas d’insercions, delecions o canvis de més d’una base consecutiva, els oligonucleotids han de
tenir com a minim una longitud de 15 bases a cada costat de la regié de mutacid. La longitud de cada
brag s’ha d’ajustar de manera que la temperatura teorica d’hibridacié (o temperatura de fusid, Tm)

sigui superior a 429C, d’acord amb la férmula seglient:

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

on N és el nombre de nucleotids totals de I'oligonucleotid, %GC és el percentatge de
guanina+citosina i % desaparellament és el percentatge de nucleotids que no hibriden amb la

seqliencia patré.
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El protocol de QuikChange recomana que els oligonucleotids tinguin una Tm per sobre de 702C, per

tal de poder ajustar la temperatura d’hibridacié de la PCR.

Els oligonucleotids han estat subministrats, de manera liofilitzada, per Roche Diagnostics S.L. (Roche
Molecular Biochemicals, Alemanya). Aquests liofilitzats s’han resuspés amb 200 pl d'aigua milliQ,
s’ha determinat la seva concentracid espectrofotométricament, i s’han preparat aliquotes de cada

oligonucleotid a la concentracid de treball per a cada metodologia.

Reaccié d’amplificacio

Pfu Buffer (x10) 5 ul
dNTP mix 1l
dsDNA motlle (~50ng) 2 ul
Oligonucleotid 3’ (25ng/ul) 5ul
Oligonucleotid 5’ (25ng/ul) 5ul
Aigua milliQ esteéril 32 ul
Pfu Turbo® DNA polimerasa 1yl

Programa (Termociclador)
3 minuts a 952C (desnaturalitzacio inicial)
1 minut a 959C (desnaturalitzacid)
1 minut a 559C (hibridacid) 20 cicles
12 minuts a 682C (extensid)
Indefinidament a 42C

3.3.8 Obtencio de cel-lules competents d’E. coli

El procediment dut a terme amb les maximes garanties d’esterilitat ha estat el seglient:

Posar 10 ml de medi LB en una ampolla de 75 ml o en un tub Falcon, i inocular-hi la soca desitjada

d’E. coli procedent del socari. Aquestes soques estan glicerinades.
Incubar durant tota la nit a 372C a 180 rpm.

L’endema, reinocular a una dilucié 1/100 a partir del cultiu de nit (100 pl de cultiu de nit en 10 ml de

medi) i incubar a 372C a 200 rpm fins a assolir una DOss, de 0.6 — 0.7 (aproximadament 2 h).
Aliquotar en tubs Eppendorf o bé transferir a un tub Falcon de manera esteéril.

Centrifugar a 4000 rpm a 42C durant 10 min. Descartar el sobrenedant de manera esteril.

Resuspendre el sediment amb el mateix volum de CaCl, 100mM fred i esteéril.
Incubar en gel durant un minim de 30 min.

Centrifugar novament a 4000 rpm a 42C durant 10 min. Descartar el sobrenedant de manera estéril.
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Resuspendre el sediment amb 1/10 del volum de CaCl, 100mM fred i esteéril. Si s’escau, aliquotar el

volum en tubs Eppendorf de 100 pl.

A partir d’aqui es poden transformar les cél-lules competents o emmagatzemar-les a -80°C. En cas de
guardar-les, en el pas final s’"ha d’utilitzar una solucié de CaCl, 100mM amb glicerol per obtenir-ne

una concentracio final del 15%.

3.3.9 Transformacio de cel-lules competents d’E. coli

Per a la introduccio del DNA en les cél-lules competents s’ha realitzat el segiient protocol:

Afegir estérilment, a cada aliquota de 100 pl de cél-lules competents, 1 uL de DNA plasmidic si prové
de minipreps o 10 puL de DNA si prové de la reaccid6 amb Dpnl posterior al QuikChange o d’un
lligament (un maxim de 50 ng de DNA en un volum que no sobrepassi 1/10 del volum de la fraccié o

aliquota). Agitar suaument, colpejant amb el dit, per tal d’homogeneitzar la solucié.

Incubar en gel durant 1 - 2 h (minim 20 min) i posar els tubs Eppendorf al bany a 422C durant 1-2

min. Incubar els tubs en gel durant 10 min.

Realitzar una recuperacié fenotipica, afegint 300 ul (transformants de minipreps) o 600 uL
(transformants de QuikChange i lligaments) de medi LB liquid a cada tub Eppendorf. Incubar a 372C

en agitacié suau durant 1 h.

Centrifugar 5 min a 4000 rpm, eliminar el volum de medi necessari fins un volum final de 200 pl i fer
una sembra en plaques d’agar LB suplementades amb I'antibiotic pel qual el vector que s’esta
manipulant proporcioni resisténcia (marcador de seleccid). Incubar les plaques en una estufa a 372C

o/n, fins que s’observin les colonies transformants (12 - 15 h).

3.3.10 Seqiienciacio de DNA

La seqiienciacié del DNA de les construccions realitzades en aquest treball ha estat el metode que ha
permes validar els diferents clons obtinguts. S’ha seguit 'anomenat métode del dideoxiribonucleotid

(Sanger and Coulson, 1978; Sanger et al., 1977).

S’ha emprat el kit comercial ABI PRISM® dRhodamine Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
Kit (Applied Biosystems, EUA), el qual utilitza AmpliTag® DNA polymerase. Aquest sistema es basa en
reaccions de seqlienciacié ciclica amb dideoxiribonucleotids marcats amb un fluorofor. L'enzim

AmpliTag® DNA polymerase és una variant de la polimerasa de Thermus aquaticus sense activitat
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correctora 3'->5’, de manera que s’evita I'eliminacié dels ddNTPs que s’incorporen a la cadena i

aturen la sintesi.

La tecnica es basa en la sintesi d’una cadena complementaria a la cadena motlle, per part de la
AmpliTaq® DNA polymerase, fins que s’incorpora un dideoxiribonucleotid marcat fluorescentment
(ddNTP) al qual li manca el grup OH en 3’ de la ribosa, de manera que s’atura la sintesi, ja que la
polimerasa no pot seguir incorporant dNTPs. D’aquesta manera es van generant fragments de
diferents mides aleatoriament, els quals sén posteriorment separats i identificats mitjangant un
seqlienciador automatic. La identificacié dels fragments es pot fer gracies a la preséncia de
fluorofors units a cada un dels ddNTPs. Hi ha quatre tipus de ddNTP, un per cada nucleotid, els quals

porten incorporat un fluordfor diferent, per facilitar la seva identificacié.

Per portar a terme aquesta tecnica, cal obtenir préviament gran quantitat del fragment de DNA a
seqlienciar, és a dir del gen teoricament mutat. Aquest DNA s’aconsegueix utilitzant la reaccié en
cadena de la polimerasa PCR i utilitzant els encebadors universals T7term i T7prom o d’altres
dissenyats especificament, els quals sén complementaris a les regions del promotor i finalitzador

dels gens clonats en els vectors utilitzats en aquest treball.

Un cop amplificat el fragment de DNA a seqtienciar, es realitza una segona PCR amb els ddNTPs i

I’'enzim AmpliTaq® DNA polimerase.

A continuacié es detallen les condicions per a dur a terme la primera i la segona PCR.

3.3.10.1 Primera PCR (amplificacio de I'inserit)

Barreja de Reaccio:

Aigua milli-Q esteril 35.5 ul
Vent Buffer (x10) 5ul
Oligonucleotid T7Prom (5pmol/ul) 2.5 ul
Oligonucleotid T7Term (Spmol/pul) 2.5 ul
dsDNA motlle (~50ng) 2.5 ul
dNTPs 10mM (0.4 nM final) 2 ul
Deep Vent DNA polimerasa 0.5 ul

Programa del termociclador
3 minuts a 952C (desnaturalitzacio inicial)
1 minut 15 segons a 942C (desnaturalitzacid)
1 minut a 529C (hibridacid) 30 cicles
1 minut 15 segons a 722C (extensid)
5 minuts a 722C (extensio final)
Indefinidament a 42C

El DNA amplificat es precipita i es purifica a partir d’'un gel d’agarosa. El DNA s’elueix en 40 ul d’aigua

milliQ esteril escalfada préviament a 652C.
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3.3.10.2 Precipitacié del producte de PCR

Recuperar el producte de PCR i afegir-hi 0.1 volums d’acetat sodic 3 M pH 5.5 i 3 volums d'etanol
absolut refredat a -202C. Agitar en vortex i guardar a -802C durant 1 h o a -202C o/n. Passat aquest
temps, centrifugar durant 25 min a 15000 rpm i eliminar el sobrenedant. Afegir-hi 500 ul d'etanol
70% fred (-202C) i centrifugar durant 5 min a 15000 rpm, aspirar el sobrenedant i deixar assecar el
sediment a 372C durant 10 - 15 min. Finalment, resuspendre el sediment amb 20ul d’aigua milliQ

esteril.

3.3.10.3 Segona PCR (reaccio de seqiienciacio)

Utilitzant el kit comercial ABI PRISM® dRhodamine Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit
(Applied Biosystems), com a motlle el dsDNA obtingut en la primera PCR i com a encebador T7Prom

oT7Term.

Barreja de Reaccio:

dsDNA motlle 5 ul
Aigua milli-Q esteril 1l
Sequencing Buffer X5 2 ul
Encebador (5 pmol/ul) 0.5 ul
Ready mix 1.5 ul

El Ready Mix conté ddNTPs, dNTPs, Tris-HCI (pH 9.0), MgCl,, AmpliTaqg® DNA polimerase i

pirofosfatasa alcalina.

Programa del termociclador
3 minuts a 942C (desnaturalitzacio inicial)
10 segons a 962C (desnaturalitzacid)
5 segons a 502C (hibridacio) } 25 cicles
4 minuts a 602C (extensid)
10 minuts a 962C (desnaturalitzacid)
Indefinidament a 42C

3.3.10.4 Precipitacid de la reaccio de seqiienciacio

Utilitzant els encebadors per separat s’aconsegueix la seqlenciacié de cada una de les cadenes, la
qual cosa permet seqlienciar tot el gen. Els diferents fragments marcats amb ddNTPs es precipiten
afegint 0.1 volums d’acetat de sodi 3 M pH 5.5 i 3 volums d’etanol absolut al producte de la reaccié.

Es vorteja suaument i es deixa 15 min a temperatura ambient. Es transfereix a un tub Eppendorf.

Centrifugar 15 min a 15000 rpm, aspirar el sobrenedant, afegir-hi 250 pl d’etanol 70% fred i vortejar
suaument. Centrifugar 5 min a 15000 rpm, aspirar el sobrenedant i assecar 15 min a I'estufa a 372C.
Resuspendre amb 10 pul de formamida, vortejar suaument i deixar 10 min a temperatura ambient.

Fer un pols de centrifuga i portar al servei de seqiienciacio.
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3.4 METODES D’EXPRESSIO | PURIFICACIO DE PROTEINES
RECOMBINANTS

3.4.1 Expressio de la inteina Npu DnaE, Iy - I, Iy-GB1 i I.-GB1

Les condicions d’expressio de Npu DnaE, |y — I, IN-GB1 i I-GB1 han estat les mateixes en tots els
casos variant I'antibiotic (Ampicil-lina per Npu DnaE, Iy — I, I--GB1 i kanamicina en el cas de 1\-GB1) i
inductor requerit (IPTG Iy — I¢ i Iy-GB1 i L-Arabionsa en el cas de I.-GB1). S’ha utilitzat sempre la soca

d’E. coli BL21(DE3).

A partir d’un glicerinat o d’una colonia aillada d’una sembra en placa d’E. coli BL21(DE3) transformat
amb el vector corresponent es realitza un inocul en 10 ml de medi LB complementat amb
ampicil-lina o kanamicina 100 pg/ml. S’incuba durant 10 min i es reinocula a una dilucié 1/100 sobre
40 ml de medi LB complementat amb ampicil-lina 100 pg/ml. D’aquesta manera s’assegura que la
fase estacionaria no és massa llarga i que la quantitat de cél-lules viables és suficientment gran.

S’incuba durant 10 - 12 h a 372C i sota agitacio constant a 180 rpm.

Després d’aquest temps d’incubacid, s’inoculen 4 flascons Erlenmeyer amb 250 ml de medi liquid LB
complementat amb ampicil-lina 100 pg/mL amb una dilucié 1/100 del volum provinent del cultiu de
nit. Es deixa créixer el cultiu a 372C sota agitacié constant de 250 rpm durant 2 h, fins que s’assoleix

un valor d’absorbancia a 550 nm de 0.6 — 0.8.

En aquest moment s’afegeix al cultiu IPTG (Fermentas, EUA) a una concentracio final de 1 mM o L-
Arabionsa (Sigma Aldrich, EUA) al 0.2%. Es deixa créixer el cultiu induit durant 3 - 4 h, en les mateixes
condicions i, tot seguit, se centrifuga a 7000 rpm durant 7 min per tal de recollir les cél-lules.

Aquestes es guarden a -202C fins al moment de comencar el procés de purificacié.

Per tal d’analitzar la produccié de proteina recombinant durant la induccio, es prenen mostres d’1 ml
de cultiu en el moment anterior a la induccid i al finalitzar el temps d’induccié. Les mostres se
centrifuguen a 15000 rpm durant 1 min, s’elimina el sobrenedant per aspiracid i es resuspen el
sediment cel-lular en 100 pl de tampd d’aplicacié de proteines x1 amb B - mercaptoetanol. L’analisi
de I'expressio es duu a terme electroforeticament, utilitzant gels de poliacrilamida SDS tenyits amb
Coomassie blue per visualitzar proteines. Aquest procés es realitza en cadascun dels protocols

d’expressid de proteines recombinants realitzats en aquest treball.
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3.4.2 Expressio de Iy, les variants Iylc_sc i de la proteasa TEV

3.4.2.1 Procediment general

Les condicions d’expressid de |y, variants de Iylc_sc i la proteasa TEV han estat les mateixes en tots
els casos variant I'antibiotic (Ampicil-lina Iy i Iylc_sc i kanamicina en el cas de la proteasa TEV) i
inductor requerit (L-Arabionsa en el cas de Iy i Iy_sc i IPTG en el cas de la proteasa TEV) i utilitzant

sempre la soca d’E. coli BL21(DE3).

A partir d’un glicerinat o d’una colonia aillada d’una sembra en placa d’E. coli BL21(DE3) transformat
amb el vector corresponent es realitza un indcul en 10 ml de medi LB complementat amb
ampicil-lina o kanamicina 100 pg/ml. S’incuba durant 10 min i es reinocula a una dilucié 1/100 sobre
40 ml de medi LB complementat amb ampicil-lina 100 ug/ml. D’aquesta manera s’assegura que la
fase estacionaria no és massa llarga i que la quantitat de cél-lules viables és suficientment gran.

S’incuba durant 10 - 12 h a 372C i sota agitacio constant a 180 rpm.

Després d’aquest temps d’incubacio, s’inoculen 4 flascons Erlenmeyer amb 250 ml de medi liquid LB
complementat amb ampicil-lina 100 pug/ml amb una dilucié 1/100 del volum provinent del cultiu de
nit. Es deixa créixer el cultiu a 372C sota agitacié constant de 250 rpm durant 2 h, fins que s’assoleix

un valor d’absorbancia a 550 nm de 0.8 - 1. Llavors es baixa la temperatura de I'incubador a 182C.

Una vegada l'incubador esta a 182C s’afegeix al cultiu IPTG (Fermentas, EUA) a una concentracio final
de 1 mM o L-Arabionsa (Sigma Aldrich, EUA) al 0.2%. Es deixa créixer el cultiu induit durant 15-18 h,
en les mateixes condicions i, tot seguit, se centrifuga a 7000 rpm durant 7 min per tal de recollir les

cél-lules. Aquestes es guarden a -202C fins al moment de comengar el procés de purificacio.

3.4.2.2 Produccio6 de les variants Iylc_sc marcades amb 13¢5

Per tal d’obtenir proteines marcades amb isotops pel treball amb ressonancia magnetica nuclear
(NMR) es va seguir un procediment equivalent al descrit en el punt previ, substituint el medi de
creixement LB per medi minim complementat amb 15NH4CI com a Unica font de nitrogen i 13C6H1206

com a Unica font de carboni (Cambridge Isotope Labs, USA).

3.4.3 Purificacio de la NpuDnaE i de Iy-I¢

El procés de purificacid s’inicia amb I'expressié heterologa de la proteina. Les cél-lules recollides per
centrifugacié es resuspenen en un tampo i tot seguit es procedeix al seu trencament per mitja de
tres passades a la premsa de French. A continuacio se separa la fraccio soluble de la insoluble per
centrifugacié i sailla la fraccid soluble que és on hi ha la major part de la proteina. La fraccié soluble

es dialitza contra I'amortidor d’equilibrat d’'una columna de bescanvi anionic Hi-Trap Q HP d’HPLC
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(GE Healthcare, EUA) de la qual s’elueix mitjangant un gradient de clorur de sodi. Es recull el pic

principal del cromatograma que correspon a la proteina pura i homogenia.
De manera detallada, el protocol utilitzat és el seglient:

1. Les cél-lules provinents de la centrifugacid del litre de cultiu, es resuspenen en 80 ml de
Tris-HClI 50mM, EDTA 10mM pH 8.

2. Passar la suspensio cellular 3 vegades per la Premsa de French a 13000 psi. Un bon
indicador del bon funcionament de la técnica és la pérdua de viscositat de la suspensio.

3. Centrifugar les mostres a 11000 rpm durant 40 min a 49C. D’aquesta manera separem la
fraccié soluble que quedara en el sobrenedant de la fraccié insoluble que quedara en el
precipitat.

4. Es recupera el sobrenedant i es dialitza contra 5 | de Tris-Acetat 50mM, EDTA 10mM, DTT
1mM a pH 8.

5. Esfiltra la mostra amb un filtre de 0.22 um.

6. Aplicar la mostra a una columna Hi-Trap Q HP (GE Healthcare, EUA) d’intercanvi anionic. El
tampd d’equilibrat ha estat Tris-Acetat 50mM, EDTA 10mM, DTT 1mM a pH 8, i la proteina
s’ha eluit utilitzant un gradient de clorur de sodi amb el tampd Tris-Acetat 50mM, EDTA
10mM, DTT 1mM, NaCl 1M a pH 8. L'elucié de la proteina se segueix amb una mesura
continua d’absorbancia a 280nm i es recull el volum corresponent al pic principal del
cromatograma.

7. Dialitzar la mostra enfront d’aigua milliQ per tal d’eliminar les sals de la mostra. S’han
emprat sacs de dialisi Spectra/Por ® MWCO: 3.500.

8. Congelar la mostra a -802C i liofilitzar-la.

9. La mostra liofilitzada s’emmagatzema a -202C en un recipient tancat. D’aquesta manera la

proteina es manté en condicions optimes durant mesos.

3.4.4 Purificacid de Iy i de les variants Iylc_sc

El procés de purificacid s’inicia amb I'expressié heterdloga de la proteina. Les cél-lules recollides per
centrifugacid es resuspenen en un tampd i tot seguit es procedeix al seu trencament per mitja de
tres passades a la premsa de French. A continuacio se separa la fraccid soluble de la insoluble per
centrifugacié i sailla la fraccio soluble que és on hi ha la major part de la proteina. La fraccid soluble
es passa per una columna d’afinitat Ni-NTA de la qual la proteina d’interés s’elueix mitjancant un
gradient de imidazol. Aleshores es realitza una digestid6 amb la proteasa TEV per tal de separar la
proteina d’interés de la proteina de solubilitzacié. La mostra es passa de nou per una columna
d’afinitat Ni-NTA on la proteina de solubilitzacié quedara retinguda a la reina i la proteina d’interes

s’eluira en el través. El través d’aquesta columna d’afinitat Ni-NTA es dialitza contra I'amortidor
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d’equilibrat d’una columna de bescanvi anionic Hi-Trap Q HP d’HPLC (GE Healthcare, EUA) de la qual

s’elueix mitjangant un gradient de clorur de sodi. Es recull el pic principal del cromatograma que

correspon a la proteina d’interés. Aquest pic es dialitza en aigua milliQ i es liofilitza. El liofilitzat es

ressuspen amb un amortidor, el qual s’ha utilitzat per equilibrar una columna de gel filtracié

Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare, EUA) que s’utilitza per acabar de purificar i homogeneitzar

la proteina.

De manera detallada, el protocol utilitzat és el seglient:

10.
11.

Les cel-lules provinents de la centrifugacié del litre de cultiu, es resuspenen en 80 ml de
Tris-HCI 25mM, NaCl 150mM pH 8.

Passar la suspensid cel-lular 3 vegades per la Premsa de French a 13000 psi. Un bon
indicador del bon funcionament de la técnica és la pérdua de viscositat de la suspensio.
Centrifugar les mostres a 11000 rpm durant 40 min a 42C. D’aquesta manera separem la
fraccié soluble que quedara en el sobrenedant de la fraccié insoluble que quedara en el
precipitat.

Es recupera el sobrenedant i s’afegeix la reina de Ni-NTA previament equilibrada amb Tris-
HCl 25mM, NaCl 150mM pH 8. Es deixa en agitacié suau a 42C o/n. D’aquesta manera la
proteina quedara unida a la reina de Ni-NTA.

Es posa la mostra juntament amb la reina dins una columna per la qual hi passarem 3V
d’una solucié de Tris-HCl 25mM, NaCl 150mM, 5mM d’imidazol a pH 8 per fer rentats, 2V
d’una solucié de Tris-HCI 25mM, NaCl 150mM, 25mM d’imidazol a pH 8 per eliminar
possibles proteines que s’hagin unit inespecificament a la reina i per ultim es passen 4V
d’una solucié de Tris-HCI 25mM, NaCl 150mM, 250mM d’imidazol a pH 8 que es recull ja
que és on hi ha la proteina d’intereés.

Es dialitza la fraccié recollida enfront Tris-HCI 25mM pH 8.

S’ajusta la concentracié de proteina de la mostra a 1.5 mg/ml i s’afegeix la proteasa TEV a
una proporcid 1:50 la qual deixarem digerir la mostra a 25C o/n.

Es realitza una altra columna d’afinitat de Ni-NTA repetint els passos 4 i 5 d’aquest protocol.
Aquesta vegada pero, la proteina s’elueix en el través de la cromatografia que caldra
recollir.

La mostra es dialitza contra 3 | de Tris-HCI 25mM, EDTA 1mM, DTT 1mM pH 8.

Es filtra la mostra amb un filtre de 0.22 um.

Aplicar la mostra a una columna Hi-Trap Q HP (GE Healthcare, EUA) d’intercanvi anionic. El
tampd d’equilibrat ha estat Tris-HCl 25mM, EDTA 1mM, DTT 1mM a pH 8, i la proteina s’ha
eluit utilitzant un gradient de clorur de sodi amb el tampo Tris-HC| 50mM, EDTA 1mM, DTT
1mM, NaCl 1M a pH 8. L’elucié de la proteina se segueix amb una mesura continua

d’absorbancia a 280nm i es recull el volum corresponent al pic principal del cromatograma.
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Dialitzar la mostra enfront d’aigua milliQ per al d’eliminar les sals de la mostra.

Congelar la mostra a -802C i liofilitzar-la.

La mostra es resuspen amb Tris-HCl 100mM, NaCl 100mM, EDTA 1mM, DTT 1mM pH 8 a
una concentracié de 1.5 -2 mg/ml.

Aplicar la mostra a una columna de gel filtracié Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare,
EUA) on el tampd d’equilibrat ha estat Tris-Acetat 50mM, EDTA 10mM, DTT 1mM a pH 8.
L’elucio de la proteina se segueix amb una mesura continua d’absorbancia a 280nm i es
recull el volum corresponent al pic principal del cromatograma.

Dialitzar la mostra enfront d’aigua milliQ per al d’eliminar les sals de la mostra.

Congelar la mostra a -809C i liofilitzar-la.

La mostra liofilitzada s’emmagatzema a -202C en un recipient tancat. D’aquesta manera la

proteina es manté en condicions Optimes durant mesos.

3.4.5 Purificacio de Iy-GB1 i I-GB1

El procés de purificacid s’inicia amb I'expressié heterdloga de la proteina. Les cél-lules recollides per

centrifugacid es resuspenen en un tampd i tot seguit es procedeix al seu trencament per mitja de

tres passades a la premsa de French. A continuacio se separa la fraccid soluble de la insoluble per

centrifugacié i sailla la fraccio soluble que és on hi ha la major part de la proteina. La fraccié soluble

es dialitza contra I'amortidor d’equilibrat d’'una columna de Ni-NTA de la qual s’elueix mitjangant un

amortidor d’elevada concentracié d’imidazol. Es recull la mostra provinent de I'elucié amb imidazol

que és on hi haura la mostra pura i homogenia.

De manera detallada, el protocol utilitzat és el segiient:

Les cel-lules provinents de la centrifugacié del litre de cultiu, es resuspenen en 80 ml de
Tris-HCI 25mM, NaCl 150mM pH 8.

Passar la suspensié cel-lular 3 vegades per la Premsa de French a 13000 psi. Un bon
indicador del bon funcionament de la técnica és la perdua de viscositat de la suspensio.
Centrifugar les mostres a 11000 rpm durant 40 min a 42C. D’aquesta manera separem la
fraccié soluble que quedara en el sobrenedant de la fraccid insoluble que quedara en el
precipitat.

Es recupera el sobrenedant i s’afegeix la reina de Ni-NTA previament equilibrada amb Tris-
HCl 25mM, NaCl 150mM pH 8. Es deixa en agitacié suau a 42C o/n. D’aquesta manera la
proteina quedara unida a la reina de Ni-NTA.

Es posa la mostra juntament amb la reina dins una columna per la qual hi passarem 3V
d’una solucié de Tris-HCl 25mM, NaCl 150mM, 5mM d’imidazol a pH 8 per fer rentats, 2V
d’una solucié de Tris-HCI 25mM, NaCl 150mM, 25mM d’imidazol a pH 8 per eliminar
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possibles proteines que s’hagin unit inespecificament a la reina i per ultim es passen 4V
d’una solucié de Tris-HCI 25mM, NaCl 150mM, 250mM d’imidazol a pH 8 que es recull ja
que és on hi ha la proteina d’interes.

6. Es dialitza la fraccio recollida enfront 'amortidor que utilitzarem per tal de dur a terme els
assajos pertinents. La mostra també es pot dialitzar enfront d’aigua milliQ per tal de

liofilitzar la mostra.

3.4.6 Purificacid de la proteasa TEV

El procés de purificacid de la proteasa TEV segueix el mateix protocol que el descrit en I'apartat
2.4.5. No obstant cal tenir en compte que I'amortidor d’elucid cal afegir-hi un 10% de glicerol. La
mostra un cop purificada s’aliquiota en tubs Eppendorf de 2 ml i es guarda a una concentracio de 2
mg/ml -802C amb Tris-HCl 25mM, NaCl 150mM, 50% de glicerol pH 8. No es recomana descongelar

la mostra més de dues vegades ja que pot perdre eficacia en el procés de digestid.

3.5 ANALISI | CARACTERITZACIO PROTEICA

3.5.1 Determinacio de la massa molecular

La massa molecular de les proteines recombinants estudiades en aquest treball s’"ha comprovat per
espectrometria de masses MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-Of-Flight
mass spectrometry) en un equip BRUKER. Aquesta analisi s’ha dut a terme als Serveis Tecnics de

Recerca de la UdG.

3.5.2 Determinacio de la quantitat de proteina

3.5.2.1 Meétode espectrofotometric

La concentracié de les diferents proteines es va determinar per espectrofotometria, a partir del valor

d’absorbancia a 280 nm, segons la formula:
Abs = [proteina] - €50 * |

On Abs és I'absorbancia a 280 nm, [proteina] és la concentracié de proteina en M, €,5, és el
coeficient d’extincié molar a 280nm utilitzant els coeficients d’extincid molar calculats seguint el

meétode de Pace (Pace et al., 1995) i | és la longitud de pas de la cubeta utilitzada en cm.
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3.5.3 Electroforesi discontinua en gel de poliacrilamida

L'electroforesi discontinua en gel de poliacrilamida en preséncia d’SDS (SDS-PAGE) permet la
separacié de proteines segons la seva massa molecular gracies a I'accié d’'un camp eléctric. Ha estat
el métode analitic utilitzat de manera rutinaria per a la determinacid del contingut proteic de
cadascuna de les fraccions cel-lulars i el seguiment dels processos de purificacid, aixi com per a la

determinacié del grau de puresa de les mostres obtingudes al final del procés.

En aquest treball s’ha utilitzat el meétode d’electroforesi discontinua descrit per Lane & Harlow (Lane
and Harlow, 1982). Aquest metode es caracteritza per la utilitzacié d’un gel superior o gel apilador
(amb una concentracié d’acrilamida insuficient per separar les proteines) que té com a funcié
concentrar les proteines abans que entrin en el gel inferior o gel separador (amb una concentracié

superior d’acrilamida) el qual permetra separar les proteines.

En el cas de la preparacido d’un gel SDS-PAGE al 15% d’acrilamida i de 0.75mm de gruix, el

procediment és el segiient:

1. Preparacio del gel separador al 15% d’acrilamida

Acrilamida 30% - Bisacrilamida 0.8% 1.5 ml
Tampd gel separador (x4) (Tris-HCI 1.5M, SDS 0.4%, pH 8.8 1ml
Aigua milliQ 1.5ml
Persulfat amonic 10% (p/v) 30 ul
TEMED 3ul

2. Preparar el kit d’electroforesi i abocar la dissolucié del gel separador en el suport evitant la
formacié de bombolles. A continuacid, afegir una fina capa d’aigua milliQ per facilitar la
polimeritzacid i evitar malformacions del front.

3. Preparacio del gel apilador

Acrilamida 30% - Bisacrilamida 0.8% 0.25 ml
Tampd gel apilador (x4) (Tris-HCI 0.5M, SDS 0.4%, pH 6.8) 0.5ml
Aigua milliQ 1.25 ml
Persulfat amonic 10% (p/v) 30 ul
TEMED 3ul

4. Eliminar la capa d’aigua i abocar el gel apilador. Col-locar el motlle formador de butxaques i
deixar polimeritzar.
5. Preparar la cubeta d’electroforesi i I'amortidor d’elucié:
Amortidor d’elucié 10x 100 ml
(Tris-HCI 0.25M, glicina 1.92M, SDS 1%, pH 8.52)
Aigua milliQ 900 ml
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6. Preparar les mostres aplicant amortidor d’aplicacié de mostres x4 (Tris-HCI 50mM, glicerol
20%, SDS 8%, blau de bromofenol 0.02%) en una relacié 3:1. Si es vol que I'amortidor tingui
caracter reductor s’afegeix B-mercaptoetanol (15% v/v) al tampé d’aplicacio.

7. Escalfar les mostres 5 minuts a 902C i carregar-les a les butxaques del gel.

8. Connectar la font d’alimentacié a un voltatge constant de 150-200v i deixar avangar la
separacié fins que el tampd d’aplicacié que marca el limit de la separacid, assoleixi I'extrem
inferior del gel (aproximadament una hora).

9. Tenyir el gel de poliacrilamida durant 10 minuts amb blau de Comassie: Comassie Blue 0.1%
(p/v), metanol 45% (v/v), acid acétic 10% (v/v).

10. Eliminar I’excés de colorant amb diversos rentats amb acid acétic al 7%.

3.5.4 Western blot

Técnica electroforetica basada en la transferéncia de proteines carregades d’un gel d’electroforesi a
una membrana de material sintétic, mitjancant I'aplicacié d’'un camp eléctric perpendicular a les
dues parts. A continuacié es detecten les proteines transferides a la membrana mitjangant la

utilitzacié d’anticossos especifics.

El procés per a la realitzacié d’un western blot és el seglient:

1. Electrotransferéncia de les mostres a partir d’un gel SDS-PAGE (veure apartat 2.5.3).

2. Activar la membrana de PVDF (Millipore, EUA) submergint-la en metanol 100% durant 15
segons i després rentant-la amb aigua milliQ durant 2 minuts.

3. Submergir la membrana activada i les esponges en tampd d’electrotransferéncia (Tris
25mM, glicina 192mM, metanol 20% v/v, pH 8.3) durant almenys 5 minuts. Es
submergeixen també els papers de filtre com a minim 30 segons.

4. Muntar el sistema d’electrotransferéncia segons el segiient ordre a partir del catode o pol
negatiu (eliminant les possibles bombolles): esponja, paper de filtre, gel de poliacrilamida,
membrana activada, paper de filtre i esponja.

5. Posar el sistema dins la cubeta d’electrotransferéncia, col-locar també la unitat refrigerant i
una barra magnética, i omplir la cubeta amb tampd d’electrotransferéncia.

6. Connectar la font d’alimentacid i deixar I’electrotransferéncia 2-3 hores a 100V.

7. Finalitzada la transferéncia, comprovar que els marcadors s’han transferit bé.

8. Submergir la membrana de PVDF en tampd TBST (Tris-HCI 10mM, NaCl 100mM, Tween
0.1%, pH 7.5) durant 5 minuts a temperatura ambient i amb agitacid.

9. Eliminar el tampé i afegir 20 ml de tampéd de bloqueig (1% BSA en TBST), incubar durant 1h

a temperatura ambient i amb agitacio.

81



3. Material i Métodes

10. Eliminar el tampd de bloqueig i rentar la membrana amb tampd TBST. Repetir el procés 3
vegades.

11. Preparar 10 ml d’una dilucié 1:6000 de I'anticos primari Anti-GFP Mouse IgG (Roche,
Alemanya) o 1:20000 Tetra-His Antibody mouse IgG (Qiagen, Alemanya) en tampd de
bloqueig (1% BSA en TBST) i incubar a 42C amb agitacié o/n.

12. Eliminar I'anticos primari i rentar 3 vegades amb TBST durant 5 minuts a temperatura
ambient i amb agitacid.

13. Preparar 20 ml d’una dilucié 1:20000 de I'anticos secundari Goat Anti-Mouse IgG Peroxidase
Conjugate (Calbiochem, Alemanya) en tampé de bloqueig (1% BSA en TBST) i incubar 1h a
temperatura ambient i amb agitacio.

14. Eliminar I'anticos secundari i rentar 3 vegades amb TBST durant 5 minuts a temperatura
ambient i amb agitacid.

15. Barrejar 2 ml de la dissolucié A (substrat de la peroxidasa, conté luminol) amb 2 ml de la
dissoluci6 B (peroxid d’hidrogen) del kit quimioluminiscent Immobilon™ Western
(Millipore, EUA).

16. Abocar la dissolucié de deteccié sobre la membrana i incubar durant 5 minuts a
temperatura ambient sense agitacio.

17. Assecar la membrana amb paper de filtre i col-locar-la entre dos plastics transparents.

18. Revelar amb una camera CCD.

3.5.5 Determinacio de I’estabilitat termica

L'estabilitat conformacional d’una proteina pot ser determinada mitjancant el seguiment
espectrofotomeétric del desplegament induit per temperatura. Els canvis en I'entorn dels residus
aromatics durant aquest procés de desplegament poden ser monitoritzats mitjangant mesures

d’absorbancia a 280 nm, permetent-se la determinacié de la temperatura mitja de fusio (Tm).

Per aix0, es dissol la proteina a estudiar fins una concentracié de 0.5 mg/ml en I'amortidor escollit i
es fa un seguiment de I'absorbancia a 280 nm, entre 202C i 902C, amb increments de temperatura de
22C i un temps d’equilibrat de 5 - 10 min a cada temperatura, en un espectrofotometre equipat amb

una cel-la termostatitzada.

Una vegada assolida la temperatura maxima, amb I'absorbancia constant, es retorna a I'estat inicial
amb salts de temperatura de 52C per tal de comprovar la reversibilitat del procés. En la
desnaturalitzacid proteica s’estableix un equilibri entre les formes plegada i desplegada. Si en
refredar la mostra se segueix un cami equivalent al de desplegament es pot entendre el procés com
una reaccié en dos estats permetent el calcul de parametres termodinamics (Font et al., 2006;

Mozhaev et al., 1996; Torrent et al., 1999). En el cas que una corba d’estabilitat térmica no sigui
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reversible, aquesta no es pot ajustar a un model de dos estats i no es poden calcular els parametres

termodinamics de AG i AH.

En aquests estudis s’espera obtenir una corba sigmoidal representativa del procés de
desnaturalitzacid proteica, amb una regié de pre-transicid, una de post-transicié i una regié on la
variacié de I'absorbancia és elevada i que correspon a la transicié deguda al pas de I'estat natiu al
desnaturalitzat. Aquesta corba s’ajusta emprant el programa Sigmaplot (Jandel, Regne Unit) a

I'equacié:

n—d+(q—m)-t
1+e—ab

Abs = ( +d+m-t)

a: ((AHm/R)((1/(t+273.15))-(1/Tm+273.15)))-(ACp/R)

b: (((Tm+273.15)/(t+273.15))-1+In((t+273.15/(Tm+273.15))))
R: Constant dels gasos

ACp: Capacitat calorifica en Kj/Kmol

n: punt de tall de la pre-transicid

d: punt de tall de la post-transicié

g: pendent pre-transicio

m: pendent post-transicid

AHm: Canvi d’entalpia a la temperatura de fusié

t: temperatura 2C

Tm: Temperatura de fusié

A partir d’aquest ajust s’obté la temperatura de fusié (Tm) que determina I'estabilitat de la proteina

en front de la temperatura.

3.5.6 Estudi del procés de tall i unio

Per I'estudi del procés de tall i unio, cada una de les inteines purificades (sortint de columna Ni-NTA)
van ser dialitzades enfront el tampd de tall i unié Tris-HCI 25mM, NaCl 150mM, EDTA 1mM, DTT
1mM pH 8 i es va ajustar la concentracié de cada proteina a 1mg/ml. Per iniciar la reaccio, la lyila Ic
es van barrejar en volums iguals (25 ul) en tubs Eppendorf i es van incubar a les temperatures
pertinents (de 20 a 602C) durant el temps de reaccié a assajar. Passat el temps de reaccio, la mostra
es barrejava amb tampd de carrega 2x (Tris-HCI 25mM, glicerol 10%, SDS 4%, blau de bromofenol
0.01%, B-mercaptoetanol 15% v/v) per tal d’aturar la reaccid. Per a cada una de les reaccions es va
agafar un temps O barrejant Iy i Ic a iguals quantitats. Les mostres es van escalfar durant 10 minuts a
902C i es van carregar en un gel SDS-PAGE. Els gels es van tenyir amb blau de Comassie i es van

escanejar.
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3.5.7 Calcul de parametres cinétics

El calcul de parametres cinétics del procés de tall i unié es va realitzar a partir de la quantificacié del
producte de tall unié a partir dels gels SDS-PAGE obtinguts. Cada columna del gel es va analitzar
utilitzant el programa de quantificacié Gel Analyzer (Dr. Istvan Lazar, http://www.gelanalyzer.com/).
Per tal de normalitzar I’error de carrega de la mostra, la intensitat de cada banda en una columna es
va expressar com a la fraccié de la intensitat total de la columna analitzada. Es van fer grafics de les
intensitats en funcid del temps i la corba obtinguda es va ajustar a una equacid exponencial de
primer ordre utilitzant el programa SigmaPlot (Jandel, Regne Unit). L'equacié de la corba obtinguda

per la formacid del producte de tall i unio és la seglient:

Y = Ymax. (1 - e-kobs-t)

OnY es la intensitat normalitzada de cada banda, t és el temps en minuts, Y .. és el factor escalar de

la formacié de producte i K., €s la constant de primer ordre de la reaccié de tall i unid.

El temps de vida mitja (ty,), temps en el qual tarda a formar-se la meitat del producte total observat,

es va calcular a partir del valor de la constant de primer ordre Kgps:

t1/2 = Ir"2/kobs

3.5.8 Analisi de I'estructura secundaria per dicroisme circular

Si bé la llum no polaritzada consta d’ones que vibren en tots els plans perpendiculars a la direccio del
desplagament, la llum polaritzada plana esta composada per ones que vibren en un Unic pla i el seu
camp eléctric té una orientacid fixa. En la llum polaritzada circular, el camp eléctric pot rotar tant en
el sentit de les agulles del rellotge (llum polaritzada circular cap a la dreta) com en el sentit contrari
(Hum polaritzada circular cap a I'esquerra). La majoria de les molécules biologiques sdn asimetriques
i presenten una diferéncia d’absorcié de la llum polaritzada circularment cap a la dreta, respecte de
la llum polaritzada circularment cap a 'esquerra, anomenada dicroisme circular (CD). El dicroisme

circular es defineix com:

AA=(A|_—AR)/A

On A, és I'absorbancia (per part de la mostra analitzada) de la llum polaritzada circularment cap a
I'esquerra, A és I'absorbancia corresponent a la llum polaritzada circularment cap a la dreta i A és

I’'absorbancia de la llum no polaritzada. Aixi doncs, AA pot ser positiva o negativa.
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L’absorcié desigual de la llum polaritzada circular (activitat optica) de les proteines en la regié de
I'ultraviolat llunya o regié amida (170 — 250 nm) depén principalment dels enllagos peptidics. A més,
els ponts disulfur donen lloc a petites bandes CD al voltant de 250nm. Aixi doncs, les bandes CD de
les regid amida contenen informacié sobre els enllagos peptidics i sobre I'estructura secundaria de la

proteina.
Es va emprar un espectropolarimetre equipat amb una cel-la termostatitzada. L’espectre de
dicroisme circular es van enregistrar entre 200 i 260 nm (UV llunya) on el compartiment de la mostra

es purgava ininterrompudament amb nitrogen.

Les condicions que es van utilitzar per enregistrar els espectres van ser:

Sensibilitat: 20 mdeg
Resolucié: 0.5nm
Amplada de banda: 1.2 nm
Velocitat de lectura: 50 nm/min
Acumulacioé d’espectres: 6

Les proteines es van dissoldre en tampd fosfat 10 mM, DTT 1mM pH 7 a una concentracié de
1mg/ml i es va emprar una cubeta de 0.1 cm de pas Optic. La cubeta es va rentar préviament amb

una solucioé d’acid nitric al 50% i es van esbandir amb aigua milliQ.

Per cada espectre enregistrat es va restar el blanc corresponent i els espectres obtinguts es van
analitzar amb el programa Spectra Analysis (JASCO Co., USA). L'aparell donava les mesures inicials
d’activitat optica en el-lipticitat, 8,,, (mdeg). Després d’introduir les mesures del pas de llum de la
cubeta (en cm) i la molaritat de la mostra (M), es mesura I'el-lipticitat molar [8] (deg-cm’-dmol™).
L'activitat optica de les proteines en la regié amida s’expressa sempre com a el-lipticitat mitjana per
residu [8]mrw (mdeg-cmz/dmol). El MRW d’una proteina és igual a la seva massa molecular dividida
pel nombre d’aminoacids. Aixi doncs, el calcul de Iel-lipticitat mitjana per residu s’obté a partir de
I'equacio:

0obs-MRW

[0]mrw = Tolc

On B, és I'el lipticitat mesurada en mdeg, MRW és la massa molecular mitjana per residu (Da), c és

la concentracié de proteina en mg/ml il és el pas optic de la cubeta en cm.

A partir dels valors de el-lipticitat mitjana per residu s’ha fet una prediccié de I'estructura secundaria
de la proteina a partir dels programes K2D3 (Louis-Jeune et al., 2011) i Dicroprot (Deleage and

Geourjon, 1993).
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3.6 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR (NMR)

El fenomen de la ressonancia magneética té el seu origen en la interaccié entre el moment magneétic
d’un nucli atomic amb un camp magnétic extern. La causa d’aquest moment magnétic es troba en el
moment quantic mecanic angular (moment angular d’spin), que tenen els nuclis atomics amb un

numero imparell de protons i neutrons.

Es pot imaginar el nucli com una petita particula carregada que gira al voltant del seu propi eix, de
manera que passa a comportar-se com un petit electromagnet. En aplicar un camp magnetic extern
fort aquests nuclis s’hi alinearan, assolint un estat energétic superior. La NMR estudia aquests nuclis

magnetics alineant-los a un camp constant i pertorbant aquest alineament utilitzant un altre camp.

De manera general, les mostres de proteina preparades per NMR es van preparar a una concentracié
entre 1i 5 mM en KH,PO, 10mM, DTT 1mM, 10% D,0 pH 7. Tots els espectres d’'NMR han estat
recollits a 5 i 252C en un espectrometre Bruker BioSpin AV-800 equipat amb una criosonada,
processats amb Topspin (Bruker BioSpin) i analitzats i integrats amb SPARKY (T. D. Goddan and D. G.

Kneller; SPARKY 3, University of California, San Francisco).

3.6.1 Assignacio de les variants Iylc_sc

Es va realitzar I'assignacié de les ressonancies de lH, B¢ i N de les variants Inlc_sc marcades amb Bc
i N. Es van utilitzar un conjunt d’espectres bidimensionals homo i heteronuclears: "H"*C HSQC
(heteronuclear single quantum coherence), 'H™N HsSQC, TOCSY (total correlation spectroscopy) i

NOESY (nuclear Overhauser enhancement spectroscopy).

El procés d’assignacio va ser facilitat per les assignacions previes de la inteina sencera Npu DnaE

(Heinamaki et al., 2009), dipositades al Biological Magnetic Resonance Bank amb el codi 16009.

3.7 ANALISI BIOINFORMATICA

La composicid aminoacidica de les diferents variants de la Npu DnaE analitzades de manera
bioinformatica per l'estudi del plegament en aquest treball, van ser analitzades mitjancant el
Composition profiler Software (Vacic et al., 2007) el qual inclou les bases de dades de Disprot 3.4 i
PDB_Select_25. La prediccié del plegament de les diferents variants de Npu DnaE va ser feta
utilitzant el software PONDR® amb l'algoritme VL-XT (Romero et al., 1997). D’aquesta prediccio es

van poder distingir les variants ordenades de les desordenades segons |'escala de Kyte-Doolittle
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(Uversky et al., 2000). Les analisis de carrega-hidrofobicitat i de funcié de distribucié acumulativa

(CDF) es van fer també utilitzant PONDR®.

3.8 ANALISI ESTADISTICA

Es va fer quantificacions del producte total del procés de tall i unié de diferents variants de Npu DnaE
assajades en aquest treball. Es van fer 3 repliques diferents per cada experiment, i a partir dels valors
del producte total obtingut, es va fer el test de Anderson-Darling per comprovar la normalitat i el
test de Levene per comprovar ’homogeneitat de variancies. També es va aplicar una prova t per 2
mostres suposant variancies desiguals, on cada variable era el percentatge total del producte de tall i

unié de dos assajos a comparar. El nivell de significacid va ser de p<0.05.

Es va utilitzar el software Microsoft Office Excel 2007 per Windows (Microsoft, USA). Per a la
realitzacio del test de normalitat es va utilitzar I'aplicacié desenvolupada per Kevin Otto (University
of Missouri) i per el test de normalitat es va utilitzar I’aplicacié desenvolupada pels serveis estadistics

del College of Liberal Arts & Science (University of Florida).
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4.1 EXPRESSIO, PURIFICACIO | CARACTERITZACIO DE
L’ESTABILITAT TERMICA DE LA INTEINA Npu DnaE,
DE LES SUBUNITATS Iy — Ic ASSOCIADES i DE Iy AILLADA

Una de les linies de recerca del nostre grup se centra en la purificacié i caracteritzacié de diferents
inteines, per tal de poder-les utilitzar com a possibles eines biotecnologiques. Aconseguir un
protocol de purificacio optim i una bona caracteritzacid, és essencial per permetre I'estudi i

comprensio de les inteines tant a nivell molecular com estructural i funcional.

L'interes en la inteina Npu DnaE rau en el fet que presenta unes caracteristiques gairebé ideals per a
ser explotada en el camp biotecnologic. Tal i com s’ha detallat a la introduccid: se sap que presenta
la capacitat de formar el seu producte de tall i unié de manera molt rapida i eficient i la seva activitat
no es veu alterada per I'efecte de la temperatura ni per I'efecte d’'un agent quimic desnaturalitzant
com la urea. Totes aquestes caracteristiques la converteixen en una inteina molt robusta (Martin et

al., 2001; Nichols and Evans, 2004).

Heinamaki i col-laboradors van purificar Npu DnaE com una Unica cadena polipeptidica pero
resultava inactiva ja que presentava la mutacié C1A (Heinamaki et al., 2009). No obstant, un dels
primers requisits a I’hora de dissenyar un protocol d’expressid i purificacié de Npu DnaE en el nostre
grup, era que fos activa, tant quan formés part d’una Unica cadena polipeptidica com quan es trobés
en forma de les subunitats Iy i lc. Estudiar la inteina quan es troba separada en les dues subunitats o
estudiar només la subunitat Iy també havia de permetre comprendre aspectes d’estabilitat i

plegament.

4.1.1 Construccid, expressio i purificacié de Npu DnaE formant una
Unica cadena polipeptidica

4.1.1.1 Construccié de Npu DnaE formant una Unica cadena polipeptidica

Per tal d’obtenir la inteina Npu DnaE unida mitjangant un enllag¢ peptidic entre la subunitat Iy i la I,
es van dissenyar un seguit de passos que van conduir a la construccié d’un vector que contenia la

seqlencia de la inteina flanquejada per la seqiiencia de la GFP la qual constituia I'exteina.

Primer de tot es van dissenyar els oligonucleotids per tal d’obtenir una seqiiéncia de clonatge
multiple (MCS) per tal d’introduir, en el vector pRSET/EmGFP (Invitrogen), les dianes de restriccid
necessaries pera la clonacié de la Iy i la Ic. Per a la sintesi de la seqiiencia MCS es van dissenyar

quatre oligonucleotids complementaris entre ells, excepte en els extrems, de tal manera que després
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de realitzar una hibridacidé entre ells s’obtinguessin uns extrems que permetessin la seva unié per

complementarietat al vector pRSET/EmGFP.

Els oligonucleotids dissenyats per obtenir la sequiéncia MCS van ser els seglients:

5’ AATTCGCATGCAATGGCCCTGCTAGCGGATCCAGG 3’
3’ GCGTACGTTACCGGGACGATCGCCTAGGTCCGGAT 5

+

5’ CCTAATTTCCGGCCGCGGCAGCAATTGTTTTAACA 3/
3’ TAAAGGCCGGCGCCGTCGTTAACAAAATTGTTCGA 5

En el disseny i sintesi de les seqliencies de tots els oligonucleotids descrits en aquest treball es va
tenir en compte tant el manteniment de la pauta de lectura en la seqiiencia com la freqiencia d’us

del codé en E. coli.

L'amplificacié de Iy i de I. de la Npu DnaE es va realitzar mitjangant PCR. La subunitat Iy es va
amplificar a partir del vector pskDuet01 (Addgene, USA) i la subunitat I a partir del vector pskBAD2

(Addgene, USA). Els encebadors utilitzats per a 'amplificacié de la Iy i la Ic es detallen a continuacié:

Amplificacié de la Iy:

5’ ACGGAAGGAGCATGCTTAAGCTATGAAACG 3’
3’ CTATTAAACGGCTTACCTAGGACGCCG 5’

Amplificacio de la I¢:

5’ GGAGATATACATCGGCCGAAAATAGCCAC 3’
3’ AAGTATCGAAGGTTAACAAAGTTACCA 5’

Els encebadors es van dissenyar de tal manera que el gen de la subunitat Iy tingués els extrems
cohesius seglients: a I’extrem 5’ portés incorporada la diana de restriccid de Sph/ i a I'extrem 3’ la
diana de restriccié de BamHI. El mateix es va fer amb el gen de la subunitat I fent que a I'extrem 5’

hi hagués la diana Eclx/ i a I'extrem 3’ |la diana BamH|.

A partir del mateix vector pRSET/EmGFP es va fer I'amplificacid dels gens de la GFP i la GFPy. La GFP
continguda en el vector presentava 238 residus, dels quals la GFPy contenia els residus 1 a 157 i la
GFPc els residus 158 al 238. Es va escollir partir la GFP entre els residus 157 i 158 ja que en estudis
previs s’havia demostrat que la particié de la proteina en aquesta regid no alterava la funcio de la

proteina (Lindman et al., 2009; Paramban et al., 2004).
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Es van dissenyar uns encebadors per amplificar la GFPy que permetessin obtenir una diana Ndel a
I'extrem 5’ i una diana Sphl a I’extrem 3’ i en el cas de la GFP; s’havia d’incorporar una diana Mfel a

I’extrem 5’ i una diana Xhol a I'extrem 3’.

Els encebadors dissenyats per a 'amplificacio dels gens de la GFPy i GFP. foren els segiients:

GFPy:
5’ TAATACGACTCACTATAGGG 3’ (T7 Prom)
3’ GATATAGTGGCGGCGGCTCCGTACGTTGCCGTAGTTCC 5’

o 5’ TATGCTAGTTATTGCTCAG 3’ (T7 Term)

3’ GTGGAACTACGGCTTTGTTAACAACAGCCGCCACTATA 5’
Un cop amplificats aquests fragments es va dur a terme la lligaci6 amb el vector pRSET/EmGFP
digerit préviament amb Ndel i Xhol. Dels clons obtinguts, es van seqienciar i seleccionar els que
tinguessin la seqiiencia correcte. Aleshores, per mutagénesi dirigida utilitzant QuikChangeWI es va
eliminar la seqiiencia MCS que es trobava entre les subunitats Iy i Ic. Els encebadors utilitzats per a

I’eliminacié de la seqiéncia MCS son els seglients:

5’ GGTTGATAATTTGCCGAATATCAAAATAGCCACACGTAAATATTTAC 3'

3' CCAACTATTAAACGGCTTATAGTTTTATCGGTGTGCATTTATAAATG 5'
Els clons que es van obtenir a partir del QuikChange es van seqlienciar i seleccionar els que
contenien la seqliéncia correcta i es va obtenir aixi la Npu DnaE formant una uUnica seqléncia

polipeptidica i flanquejada per la GFP.

La construccié d’aquest vector va permetre detectar de manera senzilla si el mecanisme de tall i unié
es trobava actiu o no. En transformar cél-lules d’E. coli BL21(DE3) amb el vector, en expressar-se, si el
mecanisme de tall i unid era actiu, la GFP es reconstituiria i les cél-lules adquiririen una tonalitat
verdosa. A la figura 4.1 es mostra una esquema de |'estratégia seguida per la construccié del vector

pPRSET-GFPy-Npu DnaE-GFPe.

Hibridacié:

Clonacio
PRSET-GFP-1,-MCS-I.-GFP,
-MCS

GFP, ‘ Iy ‘MCS‘ [ ‘GFPc

-1y (pSKDuet01)
“1c (pSKBAD2)
GFPy (1-157)

PCR Amplificacié:
Quikchange
-GFP (158-238)

PRSET-GFP,-NpuDnaE-GFP.

Transformacié
o O o O Mecansime de tall§ unid acti
ecansime de tall i unié actiu
O O O————>0 O O -Npu DnaE
o © o © -GFP

E. Coli BL21DE3

Fig. 4.1. Esquema de I'estrategia d’obtencio del vector pRSET-GFPy-Npu DnaE-GFPe.
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4.1.1.2 Produccié i purificacio de Npu DnaE formant una uUnica cadena

polipeptidica

Abans d’iniciar el procés de produccié i purificaci6 de Npu DnaE formant una Unica cadena
polipeptidica, es va analitzar el grau d’expressié de diferents clons. El fet que les cél-lules
expressaven Npu DnaE activa significava que es duia a terme el mecanisme de tall i unié i per tant es
reconstituia i s’expressava la GFP. Per tant, les cél-lules que expressaven la inteina funcional,
adquirien una coloracié verdosa. Es van analitzar electroforéticament cultius de diferents clons i es
va seleccionar el que presentava una millor expressié. Amb el clon seleccionat es va obtenir un

rendiment de 178 mg de Npu DnaE per litre de cultiu.

Es va fer un seguiment del procés de purificacié per tal d’analitzar en quines fraccions es trobava
Npu DnaE. Un cop passades les cel-lules per la French Press després de la produccio, es va voler
determinar si la inteina es trobava en la fraccid soluble o insoluble. Després de centrifugar la mostra
provinent de la French Press per tal de separar la fraccid soluble de la insoluble, es va carregar la
mostra provinent del sobrenedant (fraccid soluble) i la mostra provinent del sediment (fraccié
insoluble) en un gel SDS PAGE, el qual va demostrar que la inteina es trobava a la fraccié soluble tal i

com es mostra en la figura 4.2.
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7 KDa - a la Npu DnaE amb una massa molecular

teorica de 15,8 KDa.

Es va seguir amb el procés de purificacié mitjangant HPLC de bescanvi anionic a partir de la fraccio
soluble. Els cromatogrames obtinguts es van enregistrar a 280nm i es van recollir mostres de
cadascun dels pics, per posteriorment, analitzar-los en un gel SDS-PAGE per tal de determinar en

quin pic eluia la Npu DnaE tal i com es mostra en la figura 4.3.
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Fig. 4.3. Perfil cromatografic de
I'elucio de Npu DnaE en la
comatografia de bescanvi anionic i
l*I 34 KDa analisi per SDS-PAGE de cadascun
‘ 23 KDa dels  pics  recollits en el

Pic 1
Pic 2

cromatograma. El  color blau
correspon a I'absorbancia
enregistrada a 280nm, i el color
verd correspon al % de NaCl 1M
| ' utilitzat per eluir la proteina. Els
1 | 7 KDa numeros fan referéncia als pics que
AW /L es van recollir i es van analitzar per
— = SDS-PAGE. Pel que s’observa en el
gel, en el pic 2 és on hi ha la Npu
DnaE indicat amb una fletxa blava.

5 \ | 16 KDa S —

Una vegada obtinguda la Npu DnaE purificada, es guarda liofilitzada i es va analitzar per
espectrometria de masses MALDI-TOF. La seva massa molecular observada va ser de 15832 Da, un
valor que no va diferir significativament de I'esperat en el calcul tedric. Aquest fet confirmava que la
proteina es trobava sense la formacié de ponts disulfur ni tampoc es van observar pics d’agregacié o

dimeritzacio en I'espectre de MALDI-TOF obtingut.

4.1.2 Expressio i purificacio de les subunitats Iy-Ic de Npu DnaE
associades

Per a la produccié i purificacié de les subunitats Iy i Ic formant complex es va partir d’un vector que ja
havia estat construit en el nostre grup, el vector pET22b(+)-cHPR (Novagene, USA). Aquest vector és
utilitzat per la ciclacié de la ribonucleasa pancreatica humana (cHPR). cHPR és un zimogen de la
ribonucleasa pancreatica humana amb una seqiiencia de bloqueig al centre actiu, la qual és
reconeguda especificament per la proteasa de tipus 1 del virus de la immunodeficiencia humana

(HIV-1 PR).

Per tal d’obtenir cHPR, la seqiieéncia del zimogen en el vector es troba flanquejada en el seu extrem
N-terminal per la seqiéncia de la Ic de la Npu DnaE i per la seqiéncia de la Iy de la Npu DnaE pel seu
extrem C-terminal. Quan s’expressa la construccid i es duu a terme el mecanisme de tall i unié,
s’allibera I'exteina de manera ciclada (cHPR) i com a subproducte, les subunitats Iy i I associades
formant la Npu DnaE. A la figura 4.4 es mostra un esquema de la construccié i de com es duu a

terme el mecanisme de tall i unio.

Abans d’iniciar el procés de produccid i purificacié de Iy i Ic associades, es va analitzar el grau
d’expressié de diferents clons. Per aix0 es van analitzar electroforéticament cultius induits d’aquests
clons i es va seleccionar aquell que presentava millor expressid. Amb el clon seleccionat es va obtenir

un rendiment de 64 mg de Iy i I associades per litre de cultiu.
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NH,

Fig. 4.4. Mecanisme de tall i unio per I’'obtencié de cHPR i de |y i I associades formant la Npu DnakE.

Per a la purificacio de Iy i Ic es van seguir els mateixos passos que en el cas de la purificacio de la Npu
DnaE (apartat 3.4.3 de material i metodes). A la figura 4.5 es mostra un cromatograma de la
cromatografia de bescanvi anionic d’"HPLC enregistrat a 280nm de la fraccié soluble del cultiu. Es va
recollir mostra de cadascun dels pics obtinguts en el cromatograma i es va carregar en un gel SDS-

PAGE per tal de determinar en quin dels pics s’eluiala lyila Ic.
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Fig. 4.5. Perfil cromatografic de I’elucio de Iy i I associades en la cromatrografia de bescanvi anionic i analisi per
SDS-PAGE de cadascun dels pics recollits en el cromatograma. El color blau correspon a [l'‘absorbancia
enregistrada a 280nm, i el color verd correspon al % de NaCl 1M utilitzat per eluir la proteina. Els nimeros fan
referéncia als pics que es van recollir i es van analitzar per SDS-PAGE. Pel que s’observa en el gel, en el través és
on elueix la cHPR, en els pic 1 i 2 és on hi ha la Iy (fletxa blava) i la I (fletxa vermella) i el complex Iy ila I¢
formant la Npu DnaE (fletxa negra).

A partir dels resultats del gel SDS-PAGE de la figura 4.5 es va poder determinar que el mecanisme de
tall i unio era actiu, ja que en el carril on hi havia la mostra del cultiu induit es poden diferenciar tres
bandes pertanyents a la cHPR, la Iy i la lc. Aquest fet indicava doncs, que la Iy i la I es trobaven
actives. A més, es va determinar que cHPR eluia en el través i les subunitats Iy i I eluien de manera
conjunta tant en el pic 1 com el 2. No obstant, en el pic 2 aquestes eluien de manera més pura i

homogeénia, mentre que en el pic 1 hi havia preséncia d’altres proteines. No s’ha sabut trobar una

rad per la qual Iy i I¢ eluien juntes i en 2 pics diferents en el cromatograma.

Per aquest motiu es va decidir aprofitar només la mostra provinent del pic 2 i aquesta es va guardar

liofilitzada i es va analitzar per espectrometria de masses MALDI-TOF. La seva massa molecular
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observada va ser de 11856 Da en el cas de la subunitat Iy i de 4126 Da en el cas de la subunitat I, uns
valors que no va diferir significativament dels esperats en el calcul teoric. Aquest fet confirmava que
les subunitats es trobaven sense la formacié de ponts disulfur ni tampoc es van observar pics

d’agregacid o dimeritzacio en els espectres de MALDI-TOF obtinguts.

4.1.3 Construccid, expressio i purificacio de la subunitat Iy de Npu
DnaE

Per tal de purificar la subunitat Iy es va decidir primerament fer-ho amb una cromatografia de gel
filtracié a partir de la mostra provinent del pic 2 de la purificacié de Iy i Ic associades. Els resultats
obtinguts perd no van ser satisfactoris ja que, les interaccions entre Iy i I sén tant fortes que

ambdues subunitats eluien en el mateix pic a la columna de gel filtracid.

Per tant, es va posar a punt un altre protocol per tal d’expressar i purificar la subunitat Iy, en el qual

aquesta s’expressés de manera aillada de la subunitat .

4.1.3.1 Construccio de la subunitat Iy de Npu DnaE

El fet que la Iy s’expressés de manera aillada feia pensar que aquesta es podria expressar de manera
insoluble en la cél-lula tal i com s’ha descrit per algunes subunitats Iy d’altres inteines (Zheng et al.,
2012). L'interes que la subunitat Iy es trobés en la fraccid soluble rau basicament en facilitar el seu
procés de purificacid i que no es trobés agregada. L’'estratégia a seguir per tal que la subunitat Iy
s’expressés de forma soluble va ser fusionar-la a una proteina de solubilitzacid. La série de vectors
pBADmM (EMBL) tenen diferents proteines de solubilitzacié seguides per la diana de la proteasa TEV i
estan dissenyats per purificar proteines solubles de manera rapida. Dels 4 vectors que composen la
serie pBADm es va escollir el pPBADm41 que presenta la MBP com a proteina de solubilitzacié (Kapust
and Waugh, 1999). MBP no presenta cap cisteina en la seva seqiiéncia (Duplay et al., 1984) i per tant
aixo disminuiria les possibles interaccions amb les cisteines de la subunitat Iy que podrien afectar el

seu plegament i/o la seva solubilitat.

El primer pas a realitzar va ser I'obtencié del gen de la subunitat Iy (figura 4.6) que es va obtenir
fusionat amb el gen del domini GB1 a partir del vector pskDuet 01. Digerint el vector pskDuet 01 amb
Ncol i Hindlll s’obtenia el gen de la subunitat Iy amb GB1 el qual es va lligar al vector pBADmM41
digerit previament amb Ncol i Hindlll. Els clons que es van obtenir a partir de la Iligacié es van

seqlenciar i seleccionar els que contenien la seqliéncia correcta.
A partir d’aqui es va voler determinar la solubilitat de la construccié MBP-Iy-GB1. Per tant, es van fer
produccions amb aquesta construccio a 37 i a 182C i les fraccions soluble i insoluble de cadascuna es

van analitzar per gel SDS-PAGE. En el gel es va observar que en ambdds casos la proteina es trobava
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tant en la fraccié soluble com la insoluble, perd a 182C es trobava majoritariament a la fraccié

soluble. Per tant, fent la produccié d’aquesta construccié a 182C s’obtenia un major quantitat de

sy

pBADmM41

proteina a la fraccié soluble.

AL e i

Psk Duet 01

Digestid
Lligacié

Quikchange

His | MBP | TEV | Iy Digestid His | MBP | TEV | GBl| Iy
Lligacidé

pBADM41-GB1-l,

pBADmMA1-l,

Fig. 4.6. Esquema de I’estrategia d’obtencio del vector pBADmA41-1.

Per tal de determinar que la subunitat Iy es trobava activa en aquesta construccio, es van fer proves
de tall i unié amb la subunitat I¢ fusionada al domini GB1, construccié continguda en el vector
pskBAD2. Abans de les proves de tall unid es va fer una digestié amb la TEV per tal d’eliminar la MBP

de la subunitat ly. A la figura 4.7 es mostren els resultats d’aquestes proves de tall i unid.

Els resultats del gel mostren que el mecanisme de tall i unid és actiu i que el producte de tall i unié
comenca a ser significatiu a partir del minut 3 de la reaccié. Aquests resultats confirmen que la

subunitat Iy es trobava activa dins la construccio realitzada.

El seglient pas consisti en I'eliminacié del domini GB1 que es trobava entre la MBP i la subunitat Iy
(figura 4.6). Per fer-ho, es van dissenyar oligonucleotids per tal d’introduir la diana Ncol a I'’extrem C-
terminal de la sequéncia del domini GB1 pel métode de QuikChange. D’aquesta manera el domini

GB1 tindria la diana Ncol tant en el seu extrem N com C-terminal.

= = c c
[ His-tag | MIBP | GB1 | Iy | E E§ E E
o — o n

l Digestio TEV

His-tag [ MBP ] | GB1[Iy] + I ] GB1 ] —
<_
l Talli unio <«

Fig. 4.7. Esquema i analisi per SDS-PAGE de les proves de tall i unié entre la construccié MBP-GB1-ly digerida
previament amb TEV i la construccio |--GB1. La fletxa negra indica la banda pertanyent a la His-MBP, la blava
indica la banda pertanyent a GB1-ly, la vermella indica la banda pertanyent a |--GB1 i la verda indica la banda
pertanyent a la formacio del producte de tall i unié GB1-GB1.

Els oligonucleotids dissenyats per la introduccié d’una diana Ncol a I'extrem C-terminal de la

seqliencia GB1 eren els segients:
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5’ CCAAAACCTACACCGTAACGGCCATGGGCTGTTTAAGCTATGAAACGG 3’

3’ CCGTTTCATAGCTTAAACAGCCCATGGCCGTTACGGTGTAGGTTTTGG 5’

Els clons obtinguts a partir de QuikChange es van digerir amb Ncol i es va verificar emprant un gel
d’agarosa que s’escindia la banda pertanyent al gen del domini GB1. Dels clons que s’havia escindit
el gen de la GB1, es va fer una lligacié i dels clons obtinguts es van seqlenciar i seleccionar els que
contenien la seqiiéncia correcta obtenint el vector pPBADm41-MBP-ly, amb la diana reconeguda per
la proteasa TEV entre MBP i la subunitat Iy (figura 4.6). A partir d’aquest vector es va establir el

procés de purificacié de la subunitat Iy.

4.1.3.2 Produccid i purificacié de la subunitat Iy de Npu DnaE

Abans d’iniciar el procés de produccio i purificacié de la subunitat |y de Npu DnaE es va analitzar el
grau d’expressio de diferents clons. Es van analitzar electroforéticament cultius de diferents clons i
es va seleccionar el que presentava una millor expressié. Amb el clon seleccionat es va obtenir un

rendiment de 12 mg de la subunitat Iy per litre de cultiu.

Es va fer un seguiment del procés de purificacid de la subuniat Iy per tal d’analitzar en quines
fraccions de les cromatografies de bescanvi anionic i gel filtracié es trobava la subunitat Iy. Un cop
passades les cél-lules per la French Press després de la produccio, la subunitat Iy juntament amb la
proteina de solublitzacié es trobava majoritariament a la fraccidé soluble. A partir d’aqui es va
realitzar una cromatografia de Ni-NTA (apartat 3.4.4 de material i metodes) per tal d’aillar MBP-I de
la resta de proteines de la mostra. Un cop aillada parcialment MBP-Iy, es va digerir amb la proteasa
TEV per trencar I'enllag peptidic entre la proteina de solublitizacid i la subunitat |y. Es va realitzar una
segona cromatografia Ni-NTA per tal que la subunitat Iy eluis al través i la MBP quedés retinguda a la
reina ja que reté la cua d’histidnes. Iy es va eluir al través pero no de manera pura i per tant es va
seguir amb el procés de purificacié mitjancant HPLC de bescanvi anionic carregant la fraccio recollida
de la segona cromatografia de Ni-NTA. Els cromatogrames obtinguts es van enregistrar a 280nm i es
van recollir mostres de cadascun dels pics, per posteriorment, analitzar-los en un gel SDS-PAGE i

determinar en quin pic eluia la subunitat Iy, procés que es mostra en la figura 4.8.

Amb la cromatografia de bescanvi anionic la subunitat Iy no es trobava pura del tot ja que apareixien
altres bandes de proteines de pes molecular molt superior a la Iy. Per tant, es va continuar amb el
procés de purificacié mitjancant una cromatografia de gel filtracié d’HPLC. Els cromatogrames
obtinguts es van enregistrar a 280nm i es van recollir mostres de cadascun dels pics, per
posteriorment, analitzar-los en un gel SDS-PAGE per tal de determinar en quin pic eluia la subunitat

Iy tal i com es mostra en la figura 4.9.
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‘Pic 1

23 KDa

16 KDa

7 KDa

Fig. 4.8. Perfil cromatografic de I'elucio de la subunitat |y en la cromatografia de bescanvi anionic i analisi per
SDS-PAGE del pic recollit en el cromatograma. El color blau correspon a I'absorbancia enregistrada a 280nm, i el
color verd correspon al % de NaCl 1M utilitzat per eluir la proteina. El nimero fa referencia al pic que es va
recollir i es van analitzar per SDS-PAGE. Pel que s’observa en el gel, en el pic 1 és on hi ha la I (fletxa blava).
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Fig. 4.9. Perfil cromatografic de I'elucié de la subunitat Iy en la cromatografia de gel filtracio i analisi per SDS-
PAGE de cadascun dels pics recollits en el cromatograma on el color blau correspon a I'absorbancia enregistrada
a 280nm. Els numeros fan referéncia als pics que es van recollir i es van analitzar per SDS-PAGE, el qual també es
va carregar mostra provinent del pic 1 de la cromatografia de bescanvi anionic. Pel que s’observa en el gel, en el
pic 2 és on hi ha la I (fletxa blava).

Mitjangant cromatografia de gel filtracié es va obtenir finalment la subunitat Iy purificada. Aquesta
es va liofilitzar i es va analitzar per espectrometria de masses MALDI-TOF. El valor de la massa
molecular de la subunitat Iy observada va ser de 12172 Da i no diferia significativament de I'esperada
a partir del calcul teoric. Aquest fet indicava que la subunitat Iy es trobava sense la formacié de

ponts disulfur ni tampoc s’observava cap pic que pogués indicar I'agregacié o dimeritzacié de la

proteina.

4.1.4 Caracteritzacio de la inteina Npu DnaE, de les subunitats Iy — I¢
associades i de Iy aillada

4.1.4.1 Estabilitat térmica de cada una de les variants de Npu DnaE

Per tal de poder calcular I'estabilitat de les diferents variants i comparar-les entre elles, es van
enregistrar corbes de desnaturalitzacié térmica a diferents valors de pH. En tots els casos

s’observava una transicié sigmoidal i unes regions pre- i posttransicio gairebé lineals (figura 4.10).
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Aquesta transicié correspon al procés de desnaturalitzacid proteica. Convé ressaltar que les
transicions espectrals per Npu DnaE i Iy-Ic associades que es van obtenir van ser semi reversibles i

irreversibles en el cas de la subunitat Iy.

Cal esmentar que la reversibilitat del procés va ser superior quan la Npu DnaE es trobava formant
part de una Unica cadena polipeptidica que no pas quan aquesta es trobava associada en forma de Iy
i Ic. Aquest fet suggereix que en el procés de replegament hi hauria una sinérgia mutua entre la
subunitat Iy i Ic que contribuirien al replegament global de la inteina. Quan la inteina es troba
formant una uUnica cadena polipeptidica pot haver-hi una cooperacié maxima ja que les dos
subunitats es troben molt properes entre elles i per aixdo s’observava un replegament significatiu
maxim a pH 8 al voltant del 75%, mentre que quan |y i Ic es troben associades, el fet de dissociar i
desnaturalitzar-se disminuiria la posterior capacitat d’associacié entre Iy i I¢ i per tant el procés de
replegament es veuria afectat. En aquest cas, s’observava un replegament maxim a pH 6 i 8 al
voltant de + 35%. No obstant, en el cas de pH 6 la desviacid estandard és bastant alta indicant que el
procés de replegament a aquest pH no era tant fiable. En el cas de la subunitat Iy sola, al trobar-se
poc estructurada per si sola, el fet de desnaturalitzar-se li impedeix tornar-se a replegar totalment ja
que no té la subunitat Ic que I'ajuda en el replegament. El percentatge de replegament final de cada

una de les variants de NpuDnaE assajades es troba recollit en la taula 4.1.
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Fig. 4.10. Corbes normalitzades de desplegament (®) i replegament (o) per temperatura de Npu DnaE (A), Iy i l¢
associades (B) i la subunitat Iy (C). Els espectres es van realitzar entre 20 i 802C amb increments de 29C en el
procés de desplegament i decrements de 52C en el procés de replegament. La concentracio de proteina va ser de
0,5 mg/ml en HEPES 50mM, NaCl 150mM, TCEP-HCI 1ImM a pH 8.

Taula 4.1. Efecte del pH en el replegament de les diferents variants de Npu DnaE

pH*
5 6 7 7.5 8 8.5 9
NpuDnaE 46.4+93 61.9+22 705+1.2 73.8+50 764+07 725+54 681+15
Iyl - 35.9+11 12.7+7.2 85+47 36.1+0.6 22.2%59 -

% replegament

In

*Tots els tampons utilitzats van ser a una concentracié de 50mM amb NaCl 150mM, TCEP-HCI 1mM. Es va
utilitzar acetat sodic per pH 5, MES per pH 6, HEPES per pH 7, 7.5 i 8 i Tris per pH 8.5 i 9. En els casos que no hi ha
valor indica que no es va observar replegament.
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Aquest procés de sinérgia mutu en el qual les subunitats Iy i Ic contribueixen en el plegament global
de la inteina va ser observat també en el cas de la inteina Ssp DnaE (Zheng et al., 2012). Per tal de
verificar la irreversibilitat del procés de desplegament es van fer mesures d’absorbancia de
cadascuna de les mostres a diferents intervals de temps fins a 24h a 202C després del desplegament
per temperatura i no es van observar diferéncies respecte el valor inicial d’absorbancia obtingut en
acabar les corbes de replegament. Aix0 indicava que totes les mostres mantenien el grau de
desplegament obtingut en acabar la corba de replegament i que en el cas de la subunitat I, aquest

desplegament era completament irreversible.

Les corbes de desnaturalitzacié es van ajustar a un model termodinamic de dos estats, el qual es va
combinar amb funcions lineals per tal d’ajustar la pendent de la pre- i posttransicié (Lange et al.,
1996). A la taula 4.2 es presenten els valors de Tm que es van calcular a partir de les transicions de

desplegament induides per temperatura i a diferents pHs de cadascuna de les variants estudiades.

Taula 4.2. Efecte del pH en el valor de T,, en les diferents variants de Npu DnaE

pH*

5 6 7 7.5 8 8.5 9

NpuDnaE 493 +1.2 53.0+02 545%+1.0 569+03 575+0.7 59.0+0.2 61.7+0.2

In-lc - 49.8+0.1 51.7+0.1 524+0.2 526+01 524+0.1 56.4+0.7

TmeC

In - - 40.2+2.8 493+15 553+0.7 - -

*Tots els tampons utilitzats van ser a una concentracié de 50mM amb NaCl 150mM, TCEP-HCl 1mM. Es va
utilitzar acetat sodic per pH 5, MES per pH 6, HEPES per pH 7, 7.5i 8 i Tris per pH 8.5 i 9. En els casos que no hi ha
valor de Tm indica que la proteina es desnaturalitzava tant bon punt es ressuspenia amb el tampd. El rang de
valors de pH assajats va ser de 3 a 12 pero només es van obtenir valors de Tmentre 5i 9.

Els valors de Tm obtinguts per les tres variants a pH 8 se situa a I'entorn dels 552C. Recentment s’ha
descrit que Npu DnaE presenta una Tm de 842C en Tris 20mM pH 7 (Aranko et al., 2013). Aquesta
diferencia d’estabilitat observada podria ser deguda a qué Aranko i col-laboradors van utilitzar
espectrofluorimetria enlloc de espectrofotometria i una composicié en els amortidors diferents pel
calcul de la Tm. Cal destacar que I'estabilitat termica de la Npu DnaE i les subunitats Iy Ic associades
es manté en el rang de pH entre 6 i 9 mentre que en el cas de la subunitat Iy tant els valors de Tm
com la seva solubilitat es veuen significativament afectats pels canvis de pH. En les tres variants

assajades es manté el fet que el valor de Tm incrementa com més basic és el pH. A pH superior a 9

pero, les mostres ja precipitaven.

En aquests valors de pH lleugerament basics, similars als que es podrien trobar a l'interior de la
cel-lula, és on hi ha una major estabilitat de la inteina i en aquest cas la Cys 1 i la Cys +1 podrien
trobar-se lleugerament ionitzades. D’aquesta manera podrien actuar millor com a nucleofils
facilitant el procés de tall i unid. Al ser pH 8 on la inteina es troba més estable, la majoria d’assajos

que s’han realitzat en aquesta tesi doctoral han estat a aquest pH.
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4.2 ESTUDI DEL PROCES DE TALL | UNIO

Actualment hi ha catalogades unes 600 inteines de les quals menys del 5% son inteines partides i la
majoria d’aquestes pertanyen a la familia “cyanobacterial split DnaE inteins”. Aquesta familia
d’inteines es caracteritza sobretot per la rapidesa en la qual efectuen el procés de tall i unio (Caspi et
al., 2003; Perler, 2002). Dins d’aquesta familia les dues inteines més conegudes sén la Ssp DnaE i la
Npu DnaE. Aquesta ultima és capag de catalitzar el procés de tall i unié en trans amb un temps de
vida mitja (t;,) d’un minut respecte d’altres inteines que poden presentar un ty;, d’hores (Zettler et

al., 2009).

Malgrat I'elevada eficiencia que presenta Npu DnaE en la catalisi del procés de tall i unid, les
seqliencies flanquejants de la inteina sén essencials per dur a terme correctament aquest procés. Si
bé la regid N-terminal de la exteina no requereix d’una gran especificitat, la regié C-terminal
requereix de la seqiéncia Cys+1 — Phe+2 — Asn+3 per una catalisi eficient (Lockless and Muir, 2009).
Modificacions en aquests tres residus altera significativament el procés de tall i unié. En diferents
estudis s’ha descrit que la Cys +1 és un residu nucleofilic essencial pel mecanisme de tall i unié ja que
es troba involucrat en la formacié de I'intermediari éster del pas 1 del procés de tall i unié (figura 1.5
de la introduccid), el residu +2 pot ser substituit només per Gly, Glu o Arg afectant significativament
Ieficiencia de la inteina i la posicid +3 només pot ser substituida per Glu o Tyr afectant també la seva
eficiencia. Només la substitucio a la posicid +2 per Trp o Met sempre que es conservin les posicions
+1 i +3 es pot aconseguir una eficiencia i rapidesa en el procés de tall i unié similars als de la

seqgliencia nativa Cys-Phe-Asn (Cheriyan et al., 2013; Lockless and Muir, 2009; Shah et al., 2012).

Npu DnaE és una inteina molt interessant dins el camp de les aplicacions biotecnologiques a causa
de la seva eficiencia en el procés de tall i unié. Un dels principals inconvenients pero alhora de
utlitzar-la és que el residu +1 hagi de ser una Cys. Aquesta Cys es troba en realitat en la seqiéncia de
I'exteina i pot alterar de manera significativa la seva funcid i plegament aixi com promoure
interaccions no desitjades amb altres proteines. Substituir la Cys per un altre residu nucleofilic com
la Ser i obtenir una bona eficiencia en la catalisi de la inteina seria molt interessant des d’un punt de
vista biotecnologic. En el cas de la Ssp DnaE la substitucié d’una Ser a la posicid +1 redueix fins a set
vegades la velocitat de formacid del producte de tall i unid, pero no altera la formacié de producte

total a les 24h (Nichols and Evans, 2004).

En aquest treball s’ha estudiat quin efecte té la substitucié de la Cys +1 i Cysl per una Ser en
I'eficiencia de tall i unid en la Npu DnaE tant quan realitza el tall d’unié en cis com en trans. En el cas
de I'estudi de tall i unid en cis es va utilitzar la GFP com a exteina i en el cas del tall i unié en trans la

GB1. Aquests estudis s’han completat mesurant I'eficiencia del procés a diferents temperatures,
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tenint present que I'increment de temperatura pot facilitar el procés de tall i unié influint en I'estat

de ionitzacio de la Ser i la mobilitat dels diferents residus catalitics.

4.2.1 Estudi del procés de tall i unio en cis de la Npu DnaE C+1S

utilitzant la GFP com a exteina

4.2.1.1 Construccio, expressio i purificaciéo de GFPy-Npu DnaE-GFPc C+1S

Per a I'obtencié d’aquesta construccio es va utilitzar el vector utilitzat per la purificacié de la Npu
DnaE formant una Unica cadena polipeptidica. Emprant CluikChangeTM es va introduir la mutacié

C+1S en la sequiencia de la GFPc. Els oligonucleotids utilitzats foren els que es detallen a continuacio:

5’ GGCTTCATAGCTTCCAATACCTTCGGCATCAAGGTG 3’
3’ CCGAAGTATCGAAGGTTATGGAAGCCGTAGTTCCAC 5’

Els clons que es van obtenir a partir del QuikChange es van seqlienciar i es van seleccionar els que
contenien la seqiiéncia correcta. El vector pRSET-GFPy-Npu DnaE-GFP: amb la mutacié C+1S es va
emprar per transformar cel-lules BL21 (DE3) per tal de realitzar la produccioé de GFPy-Npu DnaE-GFP.
C+1S seguint el mateix protocol que l'utilitzat per la produccié de Npu DnaE formant una Unica

cadena polipeptidica (apartat 3.4.1 de material i métodes).

Acabada la produccid, es van recollir les cél-lules i es va separar la fraccio soluble de la insoluble i es
va observar que GFPy-Npu DnaE-GFP. es trobava a la fraccié soluble i que només hi havia una banda
pertanyent al precursor GFPy-Npu DnaE-GFP¢, la qual cosa, indicava que amb la mutacié C+1S el
mecanisme de tall i unié era inapreciable a 372C amb les técniques emprades. De la fraccid soluble
es va realitzar una cromatografia d’afinitat Ni-NTA seguint el protocol estandard (apartat 3.4.4 de
material i métodes) per tal de purificar el precursor i poder realitzar les diferents proves de tall i

unio.

4.2.1.2 Estudi del procés de tall i unié de GFPy-Npu DnaE-GFP¢ C+1S

Per tal de realitzar I'estudi del procés de tall i unié de GFP\-Npu DnaE-GFP. C+1S en funcié de la
temperatura, el precursor purificat es va incubar a 20, 30, 40, 50 i 602C durant diferents temps fins a
un maxim de 24h. No es van realitzar proves a més de 602C ja que la inteina es trobaria a
temperatures superiors a la seva Tm i per tant es trobaria desnaturalitzada. Una vegada el precursor
va ser incubat a diferents temps i diferents temperatures, es van recollir i analitzar
electroforeticament per SDS-PAGE cadascuna de les mostres. A la figura 4.11 es mostren els gels

SDS-PAGE corresponents a 40, 50 i 602C que son les temperatures les quals el procés de tall i unio es
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feia evident malgrat que als 302C ja es comencava a observar una banda molt ténue corresponent al

producte de tall i unié.

Per tal de verificar que el procés de tall i unié a aquestes temperatures era actiu i que la banda
corresponent al fragment de tall i unié adjudicada era la correcte, es van realitzar dos western blots
un amb anticos anti-GFP per detectar el producte de tall i unié (GFP) i I'altre amb un anticos anti-
Histag ja que GFPy presenta una cua d’histidines. Els resultats dels western blots es mostren a la
figura 4.12. L’anticds anti GFP reconeix la regié N-terminal de la GFP plegada, no obstant, no es va
aconseguir observar la banda pertanyent a GFPy en el western blot que es va emprar I'anticos anti

GFP.

Els resultats dels western blots van confirmar que el procés de tall i unié era actiu i que aquest era
més efectiu com més elevada és la temperatura. Cal esmentar que a temps 0 s’observaven també
bandes del producte de tall i unié. Aquest fet es deu a que el precursor, un cop purificat, es va
dialitzar durant 24h a 42°C per eliminar I'imidazol provinent de la cromatografia de Ni-NTA. Durant

aquestes 24h a 49C ja hi va haver una certa activitat basal de la inteina responsable de les bandes a

temps 0.
| His | GFPy | Npu DnaE | GFP |
| Npu DnaE | GFP_ | | His | GFPy | GFP¢ | | His | GFPy | Npu DnaE
+ + +
Npu DraE
| | | | |
T T T
N-Escissio Producte de tall i unid C-Escissio
t (minuts) t (minuts) t (minuts)
o = o
o o < e 29 I o o <
KDa o 8 833 3 o ® 3 3 & I o @333 3
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25 ~= —
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Fig. 4.11. Esquema i gels SDS-PAGE de les proves de tall i unid in vitro a 40, 50 i 602C a diferents temps de GFP-
Npu DnaE-GFP. amb la mutacié C+1S. La fletxa negra indica el precursor (47205 Da), la fletxa gris indica GFP -
Npu DnaE procedent de la C-escissié (38182 Da), la fletxa verda indica la GFP producte del tall i unié (31408 Da),
la fletxa groga indica Npu DnaE-GFP. o GFPy procedent de la N-escissi6 (24856 -22367 Da), la fletxa vermella
indica la Npu DnaE i la fletxa blava indica la GFP. procedent de la C-escissid.
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Fig. 4.12. Western blots de les proves de tall i unio In vitro a 40, 50 i 60°C a 1h i 24h de GFP\-Npu DnaE-GFP,
amb la mutacié C+1S. La fletxa negra indica el precusor, la fletxa gris indica GFPy-Npu DnaE procedent de la C-
escissié, la fletxa verda indica la GFP producte del tall i unio i la fletxa groga indica GFPy procedent de la N-
escissio.

Malgrat que el procés de tall i unié tenia lloc amb la mutacié C+1S, s’observava la formacié de
bandes corresponents a reaccions no desitjades del procés de tall i unié com sén la N-escissié i la C-
escissid. Aquest fet no es va observar en el cas de la construccio en la qual el residu +1 era una Cys
utilitzat per a la purificacié de la Npu DnaE formant una Unica cadena polipeptidica. Encara que a
602C és on s’observava una major quantitat de producte de tall i unid, calia veure a quina
temperatura la formacio del producte de tall i unid respecte I'aparicid de N- i C-escissido era més
eficient. A més, es van calcular les constants ks i ty/, a partir de la quantificacié dels gels SDS-PAGE

mitjangant el programa Gel Analyzer.

A la figura 4.13 es mostra en el grafic (a) I’evolucié en percentatge de la formacié de producte de tall
i unio al llarg de les hores per cada una de les temperatures assajades i en el grafic (b) es mostra la

formacié de producte de tall i unié total a les 24h per cada una de les temperatures assajades.
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Fig. 4.13. (a) Formacid del producte de tall i unio in vitro al llarg del temps a diferents temperatures amb la
mutacié C+1S. (b) Formacid de producte de tall i unio total in vitro a les 24h per cada una de les temperatures
assajades.

A 20°C el procés de tall i unié en aquest cas es trobava indetectable amb les técniques emprades,
mentre que a 30 i 40 2C hi havia formacié de producte de tall i unié pero aquest es trobava només al
voltant del 10 % de la quantitat total de proteina de la mostra. Es a 50 i 602C on s’observava una

major activitat de la inteina formant a les 24h al voltant del 30% de producte de tall i unié respecte la
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quantitat total de proteina i gairebé un 40% als 602C. Els grafics de la figura 4.14 mostren per cada
una de les mostres a diferents temps i diferents temperatures el percentatge de cada una de les

fraccions resultants del procés de tall i unié respecte la quantitat de proteina total.

A la figura 4.15 es mostren per cada temperatura el percentatge a les 24h del producte de tall i unig,
C-escissid i N-escissio. En les figures 4.14 i 4.15 s’observa ja a primera vista com a mesura que va
incrementant la temperatura major era el producte de tall i unié com també les reaccions de N- i C-
escissid. Malgrat que aquestes reaccions no desitjades també incrementaven amb la temperatura, el

producte de tall i unié sempre era significativament superior a aquestes altres reaccions.

A partir de les quantificacions de cada una de les fraccions resultants del procés de tall i unié es va
poder realitzar el calcul de Koy i t1/, del producte de tall i unid i de N- i C- escissi6 dels 30 als 602C. No
es va fer a 202C ja que el sistema es trobava practicament bloquejat. A partir dels calculs d’aquests
parametres i del rendiment obtingut (producte de tall i unié total a les 24h) es podria veure a quina
de les temperatures el procés de tall i unié era més eficient. Els parametres Kqys i t1/, €s van calcular
ajustant la formacié de producte de tall i unid i N- i C- escissid en funcié del temps a una corba

exponencial de primer ordre. Els valors obtinguts es mostren a la taules 4.3 i 4.4.

20°C 30°C 40°C

100
%

80

% fraccio
% fraccio
% fraccio

50°C 60°C
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Fig. 4.14. Grafics de les proves de tall i unio In vitro a 20, 30, 40, 50 i 60°C a diferents temps on es mostra el
percentatge de cada una de les fraccions resultants del producte de tall i unié respecte la quantitat total de
proteina de cada una de les mostres.
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Fig. 4.15. Grafic on es mostra per cada temperatura el percentatge a les 24h del producte de tall i unio, C-
escissio i N-escissio.

Taula 4.3. Valors de la K,,s observada en les diferents reaccions de tall i unid in vitro de NpuDnaE C+1S en cis*

Temperatura 2C
302 40° 502 602

Producte (GFP) 5.0e*+2.1e” 2.2e%+2.6e* 24e®+3.0e” 3.5e*:1.8e"

N-escissi6 47e%+13e® 7.2e%+3.4e® 27e°:6.8* 6.3e°+2.2e°

Kobs (min-l)

C-escissi6 75e*+2.7e" 2.0e*:3.2e¢" 3.6e%:6.3e" 83e°+28e?

*L’error indicat és I'error estandard obtingut en I'ajust de la corba a una equacio exponencial de primer ordre, n
=2-4.

Taula 4.4. Valors de ty, en les diferents reaccions de tall i unié in vitro de NpuDnaE C+1S en cis*

Temperatura 2C
30¢ 402 502 602

Producte (GFP) 1377.8+412.4 3145%+32.4 2953+33.6 198495

N-Escissio 148.0 £32.5 96.5+30.9 261.0+53.2 109.8 +28.6

t1/2 (min)

C-Escissio 925.9+243.0 346.2+47.6 1909+28.1 839+21.1

*El temps de vida mitja es va calcular a partir del valor de la constant de primer ordre (In2/K ). L’error indicat
és l'error estandard, n = 2-4.

Un cop obtinguts els valors de Koy i t1/, es va poder fer finalment una avaluacié global del procés. En
primer lloc cal remarcar que a 602C és on es trobava la major quantitat de producte de tall i unié
format a les 24h i a la vegada és la temperatura a la qual s’observava un valor de t;,, més baix, la qual
cosa indicava una velocitat del procés més elevada. El valor de t;/; a aquesta temperatura era d’uns
200 minuts i era 1.5 vegades inferior del t;,a 50 i 409C i 6.5 vegades inferior del t;/; a 302C. En el cas
de la C-escissié s’observava també una disminucié del valor de t;,;, a mesura que s’incrementava la
temperatura obtenint un valor a 602C 11 vegades inferior a I'obtingut a 302C. Per tant la formacié de
C-escissid va lligada també a I'increment de temperatura. Malgrat que la velocitat de formacié de C-
escissid depengui també de la temperatura, la formacié total de C-escissid es mantenia constant a
partir de 502C tal i com es mostra en el grafic 4.15. A més, la quantitat total de C-escissid a les 24h
era 4 vegades inferior respecte al producte de tall i unid. En el cas de la N-escissio els valors
obtinguts de t;/, indiquen que la formacié del producte no depenia de la temperatura ja que no hi ha

correlacio. A més, la quantitat de N-escissiéo formada a les 24h era bastant més important que la
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guantitat de C-escissié formada. Malgrat aix0, sembla que la formacié de N- escissié arribava al seu
maxim als 502C tal i com s’observa també en el cas del C-escissid i continua sent menor a la quantitat
de producte de tall i unié format. Tenint en compte aquests resultats, podriem dir que a 602C és on
s’obtenien les millors condicions en quant a la quantitat de producte de tall i unidé respecte a la
quantitat de N- i C-escissio format, ja que a partir de 502C aquestes reaccions no desitjades deixaven
d’incrementar, mentre que, la quantitat de producte de tall i unié si que incrementa a 602C respecte

dels 509C.

S’ha descrit que el procés de tall i unié no requereix d’agents reductors. No obstant, la seqiieéncia de
Npu DnaE presenta 3 Cys que podrien formar ponts disulfur i aquests podrien impedir les reaccions
del mecanisme de tall i unié (Callahan et al., 2011; Chen et al., 2012; Shi and Muir, 2005). Ramirez i
col-laboradors van determinar que l'activitat de Npu DnaE requeria de la presencia d’agents
reductors. Purificant el domini |y juntament amb el domini d’unié a quitina (ChBD) com a exteina i el
domini Ic amb la GFP com a exteina i realitzant les proves de tall i unié a 222C van observar que el
producte de tall i unid apareixia en les mostres que contenien DTT (2mM) i que la inteina era inactiva
sense agent reductor (Ramirez et al., 2013). En el nostre cas es va voler determinar si a partir de la
mutacié C+1S s’observaven diferéncies en I'activitat de la inteina en presencia d’agent reductor i
sense. Es van fer proves a diferents temperatures des de 20 a 602C i no es van observar diferéncies
entre les mostres amb i sense DTT. A la figura 4.16 es mostren els gels SDS-PAGE de 50 i 602C que

son les temperatures a les quals I'activitat de la inteina es fa més evident.

tot

OmM DTT 1mM DTT OmM DTT 1mM DTT
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Fig. 4.16. Gels SDS-PAGE de les proves de tall i unio In vitro a 50 i 602C a diferents temps de GFPy-Npu Dnak-
GFP. amb la mutacio C+1S amb i sense DTT. La fletxa negra indica el precursor (47205 Da), la fletxa gris indica
GFP\-Npu DnaE procedent de la C-escissio (38182 Da), la fletxa verda indica la GFP producte del tall i unio
(31408 Da), la fletxa groga indica Npu DnaE-GFP. o GFPy procedent de la N-escissio (24856 -22367 Da), la fletxa
vermella indica la Npu DnaE i la fletxa blava indica la GFP procedent de la C-escissio.

A partir dels resultats observats en el gels, no s’observaven diferéncies a simple vista en I'eficiéncia
de tall i unid en preséncia o no de DTT. Aquests resultats indiquen doncs que el procés de tall i unié
amb la mutacié C+1S a GFPy-Npu DnaE-GFP: no requereix d’agents reductors. Per tal de verificar

aix0, es va quantificar el producte total format a les 24h per cada una de les temperatures assajades

en presencia i absencia de DTT. Els resultats es mostren a la figura 4.17.
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Fig. 4.17. Grafic on es mostra per cada tempem:t“ur;e.n';Ip e;;a:rrze;tatge a les 24h del producte de tall i unié de les
proves realitzades a 0 i 1ImM de DTT.

En el grafic s’observa una formacié del producte de tall i unié per cada temperatura bastant
semblant amb o sense presencia de DTT. Només en els casos de 50 i 602C s’observava un lleuger
increment del producte total de tall i unié format en presencia de DTT respecte a les mostres que no
en tenien. Per tal de veure si les petites diferéncies amb la formacié del producte de tall i unié a les
24h amb DTT o sense eren significatives, es va realitzar el test estadistic parameétric t-student per dos
mostres suposant variancies desiguals amb un valor critic de 0.05. Abans de realitzar el test t-student
es va comprovar que hi havia normalitat (test de Anderson-Darling) i homogeneitat de variancies
(test de Levene). Si el valor-p obtingut en el test de t-student era superior a 0.05 significava que no hi
havia diferéncies entre la formacié de producte de tall i unié total amb presencia de DTT o sense. A

la taula 4.5 es mostren els valors-p obtinguts a cada una de les temperatures assajades.

Taula 4.5. Taula on es mostren els valors-p obtinguts en el test estadistic t-student per per veure si hi havia
diferéncies entre la quanitat total de producte de tall i unié format amb preséncia o sense DTT

Temperatura Valor-p

302C 0.29
40°C 0.37
50eC 0.46
602C 0.18

Segons els resultats del test estadistic no hi havia diferencies significatives en la formacié de
producte de tall i unié total amb preséncia de DTT o sense en el procés de tall i unié en cis amb la

Npu DnaE com a inteina i utilitzant la GFP com a exteina amb la mutacié C+1S.

4.2.2 Estudi del procés de tall i unié en trans de la Npu DnaE C+1S
utilitzant GB1 com a exteina

4.2.2.1 Construcciod, expressio i purificacio de GB1-ly 1.-GB1 C+1S

Per a I'obtencid de les construccions GB1-ly i 1c-GB1 C+1S es van utilitzar els vectors pskDuet01 i
pskBAD2. La construccié GB1-ly ja es trobava en el vector pskDuet01 de la manera com interessava

per a la realitzacié d’aquest estudi. En el cas de I--GB1 que es trobava en el vector pskBAD2, es va
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haver de realitzar un QuikChange per tal d’introduir la mutacié C+1S a la seqiéncia de la GB1. Els

oligonucleotids utilitzats van ser els que es detallen a continuacié:

5’ GGCTTCATAGCTTCTAATAGTTTCAATGGTACCC 3’
3’ CCGAAGTATCGAAGATTATCAAAGTTACCATGGG 5’

Els clons que es van obtenir a partir del QuikChange es van seqlienciar i seleccionar els que
contenien la mutacié buscada. El vector pskBAD2 amb la mutacié C+1S es va emprar per transformar
cél-lules BL21 (DE3) com també es va fer amb el vector pskDuet01 per tal de realitzar la produccié de
GB1-ly i I--GB1 C+1S. Es va realitzar també la produccid 1-GB1 sense la mutacié C+1S per tal de

realitzar les proves de tall i unié entre GB1-ly 1.-GB1 i GB1-Iy 1.-GB1 C+1S.

Acabada la produccid, es van recollir les cél-lules i es va separar la fraccié soluble de la insoluble i es
va observar que tots els precursors es trobaven a la fraccié soluble. D’aquesta fraccio es va realitzar
una cromatografia d’afinitat Ni-NTA seguint el protocol estandard (apartat 3.4.4 de material i

metodes) per tal de purificar els precursors i poder realitzar les diferents proves de tall i unid.

4.2.2.2 Estudi del procés de tall i unié de GB1-Iy Ic-GB1 C+1S

Per tal de realitzar I’estudi del procés de tall i unié de GB1-ly I--GB1 C+1S i GB1-ly I.-GB1 en funcié de
la temperatura, els precursors purificats es van incubar a 20, 30, 40, 50 i 602C durant diferents temps
fins a un maxim de 24h. No es van realitzar tampoc les proves a més de 602C ja que la inteina es
trobava a temperatures superiors a la seva Tm i per tant es trobaria desnaturalitzada. Una vegada els
precursors van ser incubats a diferents temps i diferents temperatures, es van recollir i analitzar les
diferents mostres electroforeticament per SDS-PAGE. A la figura 4.18 es mostren els gels SDS-PAGE

corresponents a 20, 30, 40, 50 i 602C, en aquest cas el procés de tall i unio es feia ja evident als 202C.

Per verificar que el procés de tall i unid a aquestes temperatures era actiu i que la banda
corresponent al fragment de tall i unié era la correcte, es va realitzar un western blot emprant un
anticos anti-Histag ja que el domini GB1 presenta una cua d’histidines. Els resultats del western blot

es mostren a la figura 4.19.
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Fig. 4.18. (a) Esquema i (b) gels SDS-PAGE de les proves de tall i unio In vitro a 20, 30, 40, 50 i 60°C a diferents
temps de GB1-ly I--GB1 i GB1-ly I~GB1 (C+1S). La fletxa blava indica el precursor N (20385 Da), la fletxa verda
indica el precursor C (12258 Da) i la fletxa vermella indica el producte de tall i unio GB1-GB1 (12258 Da).

Els resultats dels western blots confirmaven també, que el procés de tall i unid era actiu i que aquest
era més efectiu com més elevada era la temperatura fins arribar a 502C. Les mostres que van estar a
609C durant 24h presentaven certa degradacid. Aquest fet es degut a que els precursors Iy i Ic es
trobaven a una temperatura superior a la seva Tm que és de 52.62C. Per aquest motiu i segons els
resultats obtinguts a partir de les quantificacions dels gels amb el programa Gel Analyzer, a 602C no
hi havia un augment del producte de tall i unié format respecte a 502C. A la figura 4.20 el grafic (a)

mostra I’evolucid en percentatge de la formacié de producte de tall i unié al llarg de les hores per
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cada una de les temperatures assajades i en el grafic (b) es mostra la formacié de producte de tall i
unio total a les 24h per GB1-ly Ic-GB1 (wt) i GB1-ly Ic-GB1 C+1S per cada una de les temperatures

assajades.
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Fig. 4.19. Western blots (Anti-His tag) de les proves de tall i unié in vitro a 30, 40, 50 i 60°C a 30min, 2h, 6h i 24h
de GB1-ly I--GB1 (C+1S). La fletxa blava indica el precursor N, la fletxa verda indica el precursor C i la fletxa
vermella indica el producte de tall i unié GB1-GB1.
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Fig. 4.20. (a) Formacio del producte de tall i unié in vitro al llarg del temps a diferents temperatures de GB1-ly I~

GB1 C+1S. (b) Formacio de producte de tall i unio total in vitro a les 24h de GB1-ly I-~GB1 C+1S i GB1-ly I~GB1
(wt) per a cada una de les temperatures assajades.

A partir de les quantificacions de cada una de les fraccions resultants del procés de tall i unié es va
poder realitzar el calcul de K, i ti, del producte de tall i unié. A partir dels calculs d’aquests
parametres i del rendiment obtingut (producte de tall i unié total a les 24h) es podia veure a quina
de les temperatures el procés de tall i unié era més eficient. Els parametres Kqps i t1/, €s van calcular
ajustant la formacié de producte de tall i unié en funcié del temps a una corba exponencial de

primer ordre. Els valors obtinguts es mostren a la taula 4.6.
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Taula 4.6. Valors de K, (min™) i valors de vida mitja t;/, (min) observats en les diferents reaccions de tall i unio
in vitro de NpuDnaE C+1S en trans*

Temperatura 2C

20 30 40 50 60

wt C+1S wt C+1S wt C+1S wt C+1S wt C+1S

K 0.10+ 0.0026 + 0.09 + 0.0064 + 0.10+ 0.0106+ 0.12+ 0.0242+ 0.14+ 0.0315%
obs 0.02 0.0007 0.02 0.0008 0.03 0.001 0.03 0.004 0.05 0.005

Producte

t 6.86 266.6 + 7.28 % 108.3 ¢ 6.86 65.4 + 5.83+ 28.6 513+ 220+
12 1.24 39.98 1.76 8.51 1.69 5.05 1.33 3.23 14 241

*L’error indicat és I'error estandard obtingut en I'ajust de la corba a una equacié exponencial de primer ordre i la
vida mitja es va calcular a partir del valor de la constant de primer ordre (In2/K,). L’error indicat és I'error
estandard, n = 2-4.

De la mateixa manera que s’ha descrit per la inteina Npu DnaE en cis amb la mutacié C+1S, es va
realitzar el test estadistic parametric t-student per tal de veure si les diferéncies entre el producte
total de tall i unié format a les 24h era diferent entre GB1-ly I--GB1 C+1S i GB1-ly I--GB1 (wt) per
cada una de les temperatures. El test t-student utilitzat també va ser per dos mostres suposant
variancies desiguals amb un valor critic de 0.05. Si el valor-p obtingut era superior a 0.05 significava
que no hi havia diferéncies entre la formacié de producte de tall i unio total format entre GB1-ly Ic-
GB1 C+1S i GB1-ly 1c-GB1 (wt). Abans de realitzar el test t-student també es va es va comprovar que
hi havia normalitat (test de Anderson-Darling) i homogeneitat de variancies (test de Levene). A la

taula 4.7 es mostra el valor-p obtingut a cada una de les temperatures assajades.

Taula 4.7. Taula on es mostren els valors-p obtinguts en el test estadistic t-student per per veure si hi havia
diferéncies entre la quanitat total de producte de tall i unié format entre GB1-1y I--GB1 C+1S i GB1-Iy I-GB1 (wt)

Temperatura Valor-p

20eC 8.62 E-06
30eC 0.02
402C 0.04
50eC 0.15
602C 0.52

Segons els resultats del test estadistic t-student, a 50 i 602C no hi havia diferéncies significatives en la
quantitat de producte de tall i unié format tant en el cas del salvatge com el mutat. Mentre que de
20 a 409°C si que hi havia diferencies significatives en la quantitat total del producte de tall i unié

format entre GB1-ly I.-GB1 C+1S i GB1-ly I--GB1 (wt).

En el cas de les proves de tall i unié utilitzant el domini GB1 com a exteina no es va observar la
formacié de bandes pertanyents a la N- o C-escissié com les que s’havien observat en el cas de la
GFP. Aquest fet es deu probablement a qué I'eficiencia del procés de tall i unié ve determinat en
gran part per la exteina tal i com s’ha demostrat en diferents estudis (Martin et al., 2001). Malgrat
les diferéncies degudes a I'exteina, amb la mutacié C+1S s’obté a 502C un producte de tall i unié del

30% amb la GFP i del 40% amb la GB1 i a 602C és del 40% tant en el cas de la GFP com del domini
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GB1 emprats com a exteines. Per tant, s'observen uns resultats bastant semblants en I'eficiencia del

producte total de tall i unié format i diferéncies significatives en el cas de productes secundaris.

Amb la mutacié C+1S, Npu DnaE és activa tant quan realitza el tall i unié en cis com en trans malgrat
que aquesta mutacié incrementi molt el t;/, de formacié del producte a temperatures baixes, i que,
s’aconsegueix disminuir aquest t;;, mitjangant un increment de temperatura. Per altra banda, es va
pensar que es podria aconseguir una inteina activa mutant la Cys 1 per una Ser a temperatura
fisiologica o inferior, atés que, algunes inteines son actives tenint una Ser a la posicié 1 (Perler,
2002). Per aquest motiu, es va crear el mutant GB1-ly C1S i el doble mutant C1S i C+1S per tal de
veure si amb aquestes mutacions s’aconseguia una inteina activa i, en cas que no ho fos, veure si
mitjangant un increment de temperatura es podria revertir el bloqueig. Aquest treball es troba

descrit en el segient apartat.

4.2.3 Estudi del procés de tall i unié en trans de la Npu DnaE utilitzant
GB1 com a exteina amb la doble mutacié C1S i C+1S

4.2.3.1 Construccio, expressio i purificacié de GB1-ly 1.-GB1 C1S

Per a I'obtencid de les construccions GB1-ly i 1c-GB1 C+1S es van utilitzar els vectors pskDuet01 i
pskBAD2. La construccid GB1-ly es trobava en el vector pskDuetOl i es va haver de realitzar un
QuikChange per tal d’introduir la mutacié C1S a la seqliéncia de la ly. En el cas de 1c-GB1, es trobava
en el vector pskBAD2 tal com interessava per a la realitzaciéd d’aquest treball. Els oligonucleotids

utilitzats per introduir les mutacions van ser els que es detallen a continuacié:

5’ CCGTAACGGAAGGATCCTCTTTAAGCTATGAAACGG 3’
3’ GGCATTGCCTTCCTAGGAGAAATTCGATACTTTGCC 5’

Els clons que es van obtenir després del QuikChange es van seqiienciar i es van seleccionar els que
contenien la seqiiéncia correcta. El vector pskDuetO01 amb la mutacié C1S es va fer servir per
transformar cel-lules BL21 (DE3) aixi com es va fer amb el vector pskBAD2 per tal de realitzar la
produccié de GB1-ly C1S i 1.-GB1 C+1S. Es va realitzar també la produccid 1-GB1 sense la mutacid
C+1S per tal de realitzar les proves de tall i unié entre GB1-ly C1S 1--GB1 i el doble mutant GB1-ly C1S
Ic-GB1 C+1S.

Acabada la produccid, es van recollir les cel-lules i es va separar la fraccio soluble de la insoluble i es
va observar que tots els precursors es trobaven a la fraccié soluble. Aquesta fraccid es va sotmetre a
una cromatografia d’afinitat Ni-NTA seguint el protocol estandard (apartat 3.4.4 de material i

meétodes) per tal de purificar els precursors i poder realitzar les diferents proves de tall i unié.
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4.2.3.2 Estudi del procés de tall i unié de GB1-ly I-GB1 C1S i GB1-ly C1S I-GB1
C+1S

Per I'estudi del procés de tall i unié de GB1-ly C1S - I-GB1 i del doble mutant GB1-ly C1S - I--GB1
C+1S en funcidé de la temperatura, els precursors purificats es van incubar a 20, 30, 40, 50 i 60 ¢C
durant diferents temps fins a un maxim de 24h. No es van realitzar les proves a més de 602C ja que la
inteina es trobaria a temperatures superiors a la seva Tm i per tant estaria desnaturalitzada. Una
vegada els precursors van ser incubats a diferents temps i diferents temperatures, es van recollir i
analitzar electroforéticament cadascuna de les mostres per SDS-PAGE. En els gels SDS-PAGE
obtinguts no es va observar en cap cas la banda pertanyent al producte de tall i unié (GB1-GB1) tant

per la mutacié C1S com per la doble mutacié C1S-C+1S.

Mitjangant un western blot es va verificar que el procés de tall i unié en aquests casos es trobava
bloguejat. La técnica es va realitzar utilitzant I’anticos anti-Histag ja que el domini GB1 presentava

una cua d’histidines. Els resultats del western blot es mostren a la figura 4.21.
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Fig. 4.21. Western blots (Anti-His tag) de les proves de tall i unié In vitro a 20, 30, 40, 50 i 60°C a, 6h i 24h. El
western a correspon a les proves de tall i unié de GB1-ly C1S - 1~GB1 i el western b correspon a les proves de tall
i unié de GB1-1y C1S - I--GB1 C+1S. La fletxa blava indica el precursor N i la fletxa verda el precursor C.

En els resultats del western tampoc s’observava la banda que pertanyia al producte de tall i unié
(GB1-GB1). Per tant, confirmaven el que s’havia observat en els gels SDS-PAGE, la mutacié C1S
inhibia el procés de tall i unié en la inteina NpuDnaE quan aquesta es trobava en trans i amb la GB1
com a exteina malgrat hi hagués un increment de temperatura. Amb la doble mutacié C1S i C+1S el
procés es trobava també bloquejat tal i com era d’esperar. Aquest fet demostra que la Cys 1 té un

paper essencial en I'activitat de la inteina i és indispensable per I'atac nucleofilic que es du a terme
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entre els residus -1 i 1 per formar l'intermediari éster, i que, malgrat s’augmenti la temperatura,
aquest atac no es du a terme quan aquesta Cys1 es substitueix per una Ser. No obstant, una mutacié
de la Cys +1 per una Ser que és essencial per dur a terme el procés de transesterificacio, és capag de
disminuir I'activitat d’aquesta, perd aquesta disminucid es pot compensar augmentant la
temperatura. Per tant, en aquest cas, la hipotesi de partida la qual Npu DnaE podria ser activa amb la

mutacié C1S no es compleix.

4.3 ESTUDI ESTRUCTURAL MITJANCANT RMN DEL PROCES
ASSOCIATIU DE LA INTEINA Npu DnaE

El tall i unié de proteines en trans és un procés auto-catalitic postraduccional indispensable en els
organismes unicel-lulars per tal d’aconseguir l'estructura i funcid correcte de les proteines
codificades en gens partits. Malgrat que les bases quimiques d’aquest mecanisme es troben ja ben
conegudes, no és gaire clar encara com aquestes inteines en trans s’associen, es complementen,

catalitzen i regulen les diferents etapes del procés.

Muir i col-laboradors proposen, tal i com s’ha explicat a la introduccié, un model de captura i
col-lapse en el qual la primera regié de la subunitat Iy (residus 1-50) de la inteina Npu DnaE en trans
es trobaria parcialment plegada mentre que I'altre regié (residus 51-102) es trobaria completament
desplegada. Per altra banda, la subunitat I es trobaria també desplegada. Mitjangant
complementarietat electrostatica que es déna entre la regié de la subunitat Iy desplegada amb la I,
es produiria una “captura” dels dos fragments durant la qual el complex es col-lapsa en un estat
ordenat que quedaria estabilitzat per les interaccions hidrofobiques que s’establirien entre la
subunitat I¢ i la regid estructurada de la subunitat Iy. A partir d’aquest col-lapse i estabilitzacio de la
inteina, s’assoleix la conformacié nativa i aquesta adquiriria la capacitat de dur a terme el procés de

tall i unié (Shah et al., 2013b) (figura 1.19 de la introduccid).

De manera paral-lela i per tal d’estudiar les interaccions de Iy amb I, en el nostre grup s’havia
dissenyat una estrategia diferent per tal de seguir el procés d’associacié. En I'estructura de la Npu
DnaE (Codi PDB 2KEQ) s’observa que la Ic es troba formada per 4 cadenes B (B11 — B14) que
participen en la formacié de 3 fulles B diferents (figura 4.22). Per tant, es va decidir avaluar quins
canvis conformacionals produeixen aquestes 4 cadenes B sobre el plegament global de Npu DnaE,
partint del coneixament previ que la subunitat Iy sola presenta una estructura de globul fos tal i com
s’explicara en aquest apartat i que, a la vegada, s’ha observat en les analisis d’estabilitat termica que
hi ha una sinérgia de plegament mutua entre les subunitats Iy i I, la qual també es troba descrita en
la trans inteina Ssp DnaE. Per realitzar aquest estudi s’ha posat a punt un protocol d’expressio i

purificacio del complex Iy-lc en una Unica cadena polipeptidica amb diferents longituds de la
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subunitat I¢ (corresponents a les diferents cadenes B fusionades a la |y anomenades Iylc_sc). Per tal
d’avaluar quins canvis conformacionals produeixen aquestes 4 cadenes [ sobre el plegament global
de Npu DnaE, s’han utilitzat métodes espectroscopics com el dicroisme circular (CD) i la ressonancia
magnética nuclear (RMN). A més, s’ha realitzat una analisi bioinformatica prévia per tal de tenir una
primera aproximacié del plegament que presenten cada una de les variants Iylc_sc estudiades en

aquest treball.
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Fig. 4.22. Elements d’estructura secundaria de Npu DnaE. En blau s’indica la regié pertanyent a la subunitat I i
en vermell la regié pertanyent a la subunitat I.. S’indica també la situacié dels residus que delimiten les proteines
de fusié Iylc_sc. A la dreta hi ha I’estructura tridimensional de la Npu DnaE on s’enumeren les diferents cadenes 3
i helix a.

4.3.1 Construccio, expressio i purificacio de les variants Iylc_sc

4.3.1.1 Construccio de les variants Iylc_sc

Per a I'obtencio de les diferents variants de lylc_sc es va partir del gen de la Npu DnaE formant una
Unica seqliéncia que es trobava en el vector pRSET-GFPy-Npu DnaE-GFP.. El gen es va amplificar
mitjangant PCR utilitzant un Unic encebador per I'amplificacié des de I'extrem N-terminal i diferents
encebadors de I'extrem C-terminal. A cada un dels encebadors es va introduir un codé de finalitzacié
de la traduccidé en una posicié que permetés I'obtencid de les diferents longituds desitjades de la
subunitat Ic. Es van realitzar tres amplificacions diferents tal i com s’observa en les figures 4.22 i 4.23
per a 'obtencié de Iylc_sc114 (B 11), Inlc_sc123 (B 11 i B 12) i Iylc_sc131 (B 11, B 12 i B 13). Els
numeros 114, 123 i 131 fan referéncia al nombre total de residus de cada una de les construccions.
Els encebadors es van dissenyar de tal manera que tinguessin a I'extrem 5’ una diana Ncol i a

I’extrem 3’ una diana Hindlll. A continuacio es detallen aquests encebadors:

Amplificacié extrem N-terminal:
5' GGTCTATATCACCGCCGCCATGGCATGCTTAAGC 3'

Amplificacié extrem C-terminal:

Inlc_sc114: 5’ CAACTCCAATGTCATAAGCTTATTGTTTGCCTAA 3‘
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Inlc_sc123: 5’ CCATTTTTGAGTGCAAGCTTATGTTAGCGCTCAACTCC 3"

Inlc_sc131: 5’ GAAACAATTGGAAGCTAAAGCTTAATTTTTGAGTGC 3°

Fig. 4.23. Proteines de fusio Iyl-_sc construides per a la realitzacié d’aquest treball. En blau s’indica la regio de la
subunitat Iy i en taronja les diferents longituds de la regié pertanyent a la subunitat I .

Una vegada realitzades les amplificacions es van digerir amb els enzims de restriccié Ncol i Hindlll i es
va dur a terme una lligacié amb el vector pBADmA41 digerit préviament amb els mateixos enzims.
Dels clons obtinguts, es van seqlienciar i seleccionar els que tenien la seqiiencia buscada. D’aquesta
manera es va obtenir un vector on cada una de les variant Iylc_sc es trobava unida a la MBP per tal
de facilitar la seva solubilitzacié. A la vegada, aquestes dues proteines es troben flanquejant la diana
de la proteasa TEV (ENLYFQY G) (Carrington and Dougherty, 1988). A davant de la proteina de
solubilitzacié hi havia també una sequéncia de 6 His per tal de facilitar el procés de purificacié. Un

esquema de les construccions realitzades es troba detallada a la figura 4.24.

Fig. 4.24. Esquema de la construccio realitzada en el vector pPBADm41 per tal de facilitar el procés de purificacio
de les variants Iyl-_sc. En vermell s’indica una seqiiéncia de 6 His, en taronja la seqiiéncia pertanyent a la
proteina de solubilitzacio MBP, en verd la seqiiéncia reconeguda per a la proteasa TEV i en blau la seqliencia
corresponent a cada una de les variants Iyl-_sc.

4.3.1.2 Expressio i purificacio de les variants Iylc_sc

Abans d’iniciar el procés de produccio i purificacié de les variants lylc_sc, es va analitzar el grau
d’expressié de diferents clons. Per aix0 es van analitzar electroforéticament cultius induits de
diferents clons i es van seleccionar aquells que presentaven millor expressié6. Amb els clons

seleccionats es van obtenir els rendiments indicats a la taula 4.8.

Es va fer un seguiment del procés de purificacié per tal d’analitzar en quines fraccions es trobaven
les diferents variants de Iylc_sc. El procés de purificacié de les variants lylc_sc va ser molt similar al
descrit per a la purificacié de la subunitat Iy (apartat 3.4.4 de material i métodes). Un cop passades
les cél-lules per la French Press, es va voler determinar si les variants es trobaven en la fraccié

soluble o insoluble. Per aix0, es va centrifugar la mostra provinent de la French Press i es va carregar
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mostra provinent del sobrenedant (fraccié soluble) i mostra provinent del sediment (fraccid

insoluble) en un gel SDS PAGE, el qual va demostrar que les variants es trobaven a la fraccié soluble.

A partir d’aqui es va realitzar una cromatografia de Ni-NTA (apartat 3.4.4 de material i métodes) per
tal d’aillar MBP- Iylc_sc de la resta de proteines de la mostra. Un cop aillada parcialment MBP-
Inlc_sc, es va digerir amb la proteasa TEV per trencar la unié entre la proteina de solubilitzacid i les
variants Iylc_sc. Es va realitzar una segona cromatografia Ni-NTA per tal que Iylc_sc eluissin en el
través i la MBP quedés retinguda a la reina. Iylc_sc van eluir en el través perd no de manera pura i
per tant es va seguir amb el procés de purificacié mitjancant HPLC de bescanvi anionic a partir del
través de la segona cromatografia de Ni-NTA. La cromatografia es va realitzar amb la columna Hi-
Trap Q HP (GE Healthcare, EUA) amb el tampd Tris-HCI 25mM, EDTA 1mM, DTT 1mM a pH 8 amb un
gradient de NaCl. Es van recollir mostres de cadascun dels pics, per posteriorment, analitzar-los en
un gel SDS-PAGE per tal de determinar en quin pic s’eluien les variants Iylc_sc. Amb la cromatografia
de bescanvi anionic les variants Iylc_sc no es trobaven pures del tot ja que apareixien altres bandes
de proteina de pes molecular molt superior a Iylc_sc. Per tant, es va continuar amb el procés de
purificacié mitjangant una cromatografia de gel filtracié Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare, EUA)
per HPLC amb el tampd Tris-Acetat 50mM, EDTA 10mM, DTT 1mM a pH 8. Els cromatogrames
obtinguts es van enregistrar a 280nm i es van recollir mostres de cadascun dels pics, per
posteriorment, analitzar-los en un gel SDS-PAGE per tal de determinar en quin pic eluia cada una de
les variants lylc_sc. A la figura 4.25 es mostren els cromatogrames obtinguts per a cada una de les

variants de Iylc_sc.

Inlc_sc 114 Inlc_sc 123 Inlc_sc 131

Fig. 4.25. Perfils cromatografics de I’elucié de les diferents variants de Iyl-_sc en la cromatografia de gel filtracid.
La linia blava fa referéncia a I'absorbancia enregistrada a 280nm, i la fletxa vermella indica el pic el qual s’eluia
la proteina d’interés. Cada un dels pics recollits es van analitzar per SDS-PAGE, el gel dels quals es mostra en
cada un dels cromatogrames.

Mitjangant aquesta darrera etapa de purificacid es van obtenir finalment les diferents variants de
Inlc_sc pures, les quals es van liofilitzar i analitzar per espectrometria de masses MALDI-TOF. El valor
de la massa molecular de les diferents variants de Iylc_sc obtingudes no difereix significativament de
les esperades a partir del calcul teoric (taula 4.8). Aquest fet confirmava que les diferents variants es

trobaven sense la formacié de ponts disulfur ni tampoc es van observar pics d’agregacié o

dimeritzacio en I'espectre de MALDI-TOF obtingut.
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Taula 4.8. Rendiments de purificacié obtinguts per cada una de les variants de Iylc_sc i pesos moleculars
obtinguts i teorics per a cada una d’elles

Proteina  Rendiment (mg/l de cultiu) Mw teoric (Da) Mw observat (Da)

Inlc_sc 114 6 13852 13854
Ilc_sc 123 10 14627 14636
Inlc_sc 131 15 15568 15571

4.3.2 Analisi bioinformatica i prediccio del grau de plegament

La bioinformatica és un camp cientific emergent i interdisciplinari que desenvolupa metodes per a
emmagatzemar, organitzar i analitzar dades biologiques. Un dels objectius principals d’aquesta

disciplina és desenvolupar eines computacionals per tal de generar coneixements biologics utils.

Determinades eines permeten fer prediccions de si una proteina es trobara plegada o no. Aquestes
eines es basen basicament en una analisi de la densitat de residus hidrofobics que conté la proteina i
la carrega neta mitjana. Proteines amb una elevada carrega neta mitjana i baixa hidrofobicitat, tenen
tendéncia a ser proteines desplegades i proteines amb una baixa carrega neta mitjana i alta
hidrofobicitat, tenen tendéncia a ser proteines correctament plegades i estructurades (Uversky et

al., 2000).

Per realitzar aquesta analisi bioinformatica es va utilitzar el programa PONDR utilitzant el predictor
VL-XT que, a partir de la sequéncia de la proteina, permet fer el calcul de la hidrofobicitat de la
proteina i de la carrega neta mitjana de la proteina (Li et al., 1999; Romero et al., 1997; Romero et
al.,, 2001). D’aquesta manera es poden construir grafics de carrega-hidrofobicitat com el que es

mostra a la figura 4.26.
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Fig. 4.26. Grafic de carrega-hidrofobicitat comparatiu de Npu Dnak, les diferents variants de Iylc_sc, la subunitat
Iy i la subunitat I.. La hidrofobicitat mitjana (H) es calcula a partir de I'escala normalitzada Kyte-Doolittle i la
carrega neta mitjana (R) es troba en valor absolut. La linia negra que separa la regio de proteines desplegades
de la regi6 de proteines plegades és definida com R = 2,785-H — 1,151 (Uversky et al., 2000).
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El grafic de carrega-hidrofobicitat mostrava com totes les proteines estudiades es trobaven dins la
regié plegada. Només les subunitats Iy i Ic es trobaven bastant al limit de la regié plegada. No
obstant, cal remarcar que aquests grafics de carrega-hidrofobicitat presenten una fiabilitat del 75-
83% amb una probabilitat de falsos negatius del 40% i de falsos positius del 22%. Per exemple, Zheng
i col-laboradors van observar com la subunitat Iy de la Ssp DnaE es trobava dins la regié plegada i
quan van fer els estudis de plegament mitjangant RMN, van observar com aquesta es trobava
desplegada sense la preséncia de la subunitat I (Zheng et al., 2012). En un altre estudi de plegament
de la Npu DnaE realitzat per Shah i col-laboradors observen també com les dues subunitats Iy i Ic es
troben dins la regié plegada i en analisis de RMN aquestes es troben també desplegades (Shah et al.,

2013b).

Es va realitzar també I'analisi de funcidé de distribucié acumulativa (CDF) de les tres variants Iylc_sc
(Figura 4.27). En aquest tipus de analisi es fa una prediccié del plegament de les proteines i es
distribueixen en un grafic el qual presenta un limit lineal que distingeix una proteina ordenada d’una
desordenada. En I'analisi CDF, les tres variants van apareixer per sobre el limit lineal, la qual cosa
indicava que es trobaven ordenades. Quan I'analisi CDF i el de carrega hidrofobicitat coincideixen en
gue una proteines es troba plegada o desplegada, cal pensar que és molt probable que la proteina es
trobi en I'estat predit (Uversky and Dunker, 2010). En ambdds analisis, les tres variants es trobaven a

la regio plegada.
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Fig. 4.27. Analisi CDF de les tres variants Iyl-_sc. La linia negra representa el limit entre ordre (sobre) i desordre

(sota). Les tres variants se situen en la regio ordenada (linia verda).

Per complementar aquests resultats es va realitzar també un altre tipus d’analisi que consisteix en la
comparacié dels segments ordenats i desordenats de cada una de les proteines. Aquest tipus
d’analisis es basa en les freqiiencies relatives de cada aminoacid i com aquests es troben en regions

ordenades o desordenades en diferents bases de dades de proteines plegades i desplegades.

Segons les bases de dades, s’ha descrit que les proteines intrinsicament desordenades (IDP) tenen
més residus promotors de desordre (A, R, G, Q, S, P, E i K) que residus promotors d’ordre (W, C, F, |,
Y, V, Li N) (Dunker et al., 2001), la resta de residus es classifiquen com a neutres, atés que el seu

impacte en el plegament global d’'una proteina és baix. Malgrat aixo, I'analisi de la composicid
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d’aminoacids (figura 4.28) mostra que les diferents variants de Iylc_sc no pertanyen al grup de
proteines IDP si es comparen amb la base de dades de proteines desplegades Disprot 3.4 (Sickmeier
et al., 2007). Aquests resultats suggereixen que les diferents variants serien, per tant, potencialment

capaces d’adoptar estructura.
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Fig. 4.28. Analisi on es compara la composicio relativa d’aminoacids de Iyl-_sc114 (barres grogues), Iylc_sc123
(barres verdes), Iylc_sc131 (barres vermelles) i la base de dades Disprot 3.4 amb PDB_Select_25 (barres blaves)
utilitzant el programa informatic Compositionn Profiler (Vacic et al., 2007). Els valors dels aminodcids es troben
en I'escala de flexibilitat segons Vihinen (Vihinen et al., 1994) i representen enriquiment (positiu) o empobriment
(negatiu) relatiu a la base de dades PDB_select_25. Totes les variants tenen menys composicié relativa no
significativa d’aminodcids promotors de desordre que els que es troben a la base de dades PDB_select_25 i més
composicio relativa d’aminodcids promotors d’ordre, utilitzant un valor significatiu de p<0.05.
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4.3.3 Analisi de I'estructura secundaria per dicroisme circular

Una vegada havien estat purificades les diferents variants de Iylc_sc i analitzada préviament la seva
capacitat de formar estructura analitzant mitjangant grafics de carrega-hidrofobicitat, CDF, i la
comparacié dels segments ordenats i desordenats de cadascuna de les variants, el seglient pas a
seguir, per tal de veure si les diferents longituds de la subunitat Ic afectaven el plegament, era fer
una analisis de I'estructura secundaria. Per dur a terme aquesta analisi es va emprar I'espectroscopia

de dicroisme circular.

Es va obtenir per a totes les variants estudiades un perfil d’activitat optica a 'ultraviolat llunya (200 —
260nm). Aquests perfils d’activitat optica a l'ultraviolat llunya es van realitzar també per a la
subunitat Iy i per la inteina sencera Npu DnaE. Per il-lustrar aquests resultats, a la figura 4.29 es

mostren els espectres de dicroisme circular enregistrats.
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Fig. 4.29. Espectres de dicroisme circular normalitzats a I'ultraviolat llunya (200 — 260nm) de les diferents
variants de Iylc_sc, de Npu DnaE i de la subunitat Iy. Condicions experimentals: tampd fosfat 10 mM, DTT 1mM
pH 7 a una concentracio de proteina de 1mg/mi.
Com es pot observar a la figura 4.29, Npu DnaE presentava un minim d’el-lipticitat als 208 nm
mostrant que la proteina es trobava composada principalment per fulls B. Si la proteina fos
composada només per fulls B aquest minim hauria d’estar als 215 nm, no obstant, la preséencia
d’hélix a que presenta minims d’el-lipticitat a 208 i 226 nm, va fer que el minim es desplacés dels 215
als 208 nm (Greenfield and Fasman, 1969; Holzwarth and Doty, 1965; Norma, 2006; Venyaminov et
al., 1993). El mateix s’observava en el cas de les variants Iylc_sc131 i 123. En aquests casos pero, hi
havia també minims d’el-lipticitat als 200 nm indicant també que hi havia part de la proteina que es
trobava desestructurada. En el cas de la variant Iylc_sc114 el minim d’el-lipticitat s’observava
principalment als 200 nm assenyalant que la proteina tenia una part important desestructurada i per
altim remarcar que la subunitat Iy presentava un minim d’el-lipticitat molt evident als 200 nm la qual

cosa indicava que aquesta es trobava basicament desestructurada.
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A fi d’estimar el contingut d’hélix a i full B de cada una de les proteines assajades, es van utilitzar els
programes Dichroprot (Deleage and Geourjon, 1993) i K2D3 (Louis-Jeune et al., 2011). Els resultats
obtinguts, juntament amb els valors d’estructura secundaria de Npu DnaE observats per Oeemig i

col-laboradors (Oeemig et al., 2009) es mostren a la taula 4.9.

Taula 4.9. Contingut en hélix a i fulls B de les diferents proteines estudiades, amb prediccié dels valors de Npu
DnaE observats per Oeemig i col-laboradors (Oeemig et al., 2009)*

Proteina % Helixa % Fulls B

Npu DnaE* 9 46
Npu DnaE 8.86 45.03
Iyle_sc131 8.75 37.86
Inlc_sc123 7.83 38.27
Inlc_sc114 7.51 36.14

Subunitat Iy 4.13 25.85

Els resultats que es presenten en la taula 4.10, per les diferents proteines estudiades mostren que
I’element d’estructura secundaria més abundant en aquestes variants eren els fulls B i que la Npu
DnaE assajada presentava practicament els mateixos valors que els de la Npu DnaE descrita per
Oeemig i col-laboradors. Utilitzant aquesta metodologia per a I'estimacié d’estructura secundaria, es
consideren diferéncies significatives aquelles que sén superiors al 5%. En el cas de I'helix a no hi
havia unes diferencies superiors al 5% exceptuant el cas de la subunitat Iy. En el cas dels fulls B si que
hi havia diferencies significatives entre la Npu DnaE i les variants Iylc_sc. Segons els valors obtinguts,
aquestes variants haurien perdut part del seu contingut en fulls B i, per tant, hauria incrementat la
quantitat de proteina desplegada. Entre les tres variants de Iylc_sc no s’observaven diferéncies
significatives en la quantitat de full B que presentaven. El contingut en fulls § de la subunitat Iy era
molt inferior respecte a les altres proteines assajades. Per tant, segons aquests resultats, la subunitat
Iy és la que presentava un grau de desestructuracié més alt, aproximadament un 70% de la proteina,
i les variants Iylc_sc presentaven un grau de plegament similar entre elles i lleugerament inferior al
de la Npu DnaE. Aquests resultats indiquen que la subunitat Ic contribueix de manera critica al
plegament global de la inteina, i que, incorporant ja els primers residus d’aquesta (Iylc_sc114 (B11)),

el plegament ja és significatiu en comparacié al plegament de la subunitat I.

4.3.4 Analisi de I’estructura per ressonancia magnetica nuclear

Per tal de coneixer de manera més aproximada com la subunitat I¢ influia en el plegament global de
la inteina Npu DnaE, es van caracteritzar per RMN les diferents variants de Iylc_sc. Es va realitzar
I’assignacié dels espectres de ressonancia de 1H, Bci PN mitjancant una aproximacié de les
assignacions previes realitzades a la Npu DnaE (Heinamaki et al., 2009). En tots els casos es va
dissoldre la proteina en 90% H,0 / 10% D,0 per tal de poder fer correctament el lock de deuteri.

Com a referéncia es va utilitzar DSS (acid 2,2-dimetil-2-silapentan-5-sulfonic) a una concentracio de
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50 puM. La mostra es va tractar préviament amb DTT 1 mM per tal d’eliminar aixi possibles

interaccions de les cisteines. Es van enregistrar els espectres que es detallen a continuacid:

H Espectre monodimensional de protd. Permet avaluar de manera rapida i senzilla la

qualitat de la mostra de proteina.

'H™*N HsQC Espectre bidimensional que permet la visualitzacidé dels nitrogens i protons amida
de I'esquelet de la cadena polipeptidica i de les cadenes laterals de les arginines,
asparagines, glutamines i triptofans.

'H™c Hsac Espectre bidimensional que permet la visualitzacid dels carbonis i protons alifatics
i/o aromatics.

TOCSY Total Correlation Spectroscopy. Espectre bidimensional que permet la visualitzacio
dels protons d’un mateix sistema d’espi.

NOESY Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy. Espectre bidimensional que permet la

visualitzacié de les interaccions dipolars o efectes NOE entre protons de sistemes

d’espi sequencials (n — n-1) o (n — n+1) o entre protons que es troben a una
distancia inferior a 5 A. Per tant, aquest espectre permet la visualitzacié de NOE’s,
és a dir, la deteccié de nuclis atomics de diferents residus que es troben a una
distancia inferior a 5 A en I'estructura tridimensional de la proteina. A partir
d’aquests espectres es pot obtenir informacié important de la conformacié d’una

proteina.

La informacid proporcionada per cada un dels espectres bidimensionals va permetre realitzar les

assignacions que es descriuen als seglients apartats.

4.3.4.1 Espectres monodimensionals de *H

A fi d’avaluar de manera rapida el plegament de les diferents proteines estudiades, es van realitzar
. . 1 . .
espectres monodimensionals de "H. Els primers espectres que es van realitzar van ser els de la

subunitat Iy i els de la inteina Npu DnaE sencera. A la figura 4.30 es mostren els espectres obtinguts.

La dispersio dels desplagaments quimics en els espectres de RMN d’una proteina sén un bon
indicador del seu estat natiu. Les proteines plegades presenten una dispersié de senyals molt
superior a la d’'una proteina desplegada, en les quals, els senyals tendeixen a agrupar-se en regions
(Zeeb and Balbach, 2004). En aquest cas, com es pot observar en la figura 4.31, la subunitat Iy
presentava poca dispersio de senyals la qual cosa indicava que aquesta subunitat presentaria poca
estructura i 'amplada dels senyals suggereix que adoptaria una conformacié de globul fos. En el cas
de la Npu DnaE presentava una elevada dispersié de senyals i a més, s'observaven molts senyals per
sobre els 9 ppm i per sota els 0 ppm, la qual cosa indica que la proteina es trobava plegada i

estructurada.
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Aquests resultats indiquen doncs, que la subunitat Iy sola no és capag d’adoptar estructura per ella
mateixa i que es necessita la subunitat Ic o part d’ella per tal d’adoptar I'estructura nativa. A partir
d’aqui, es van realitzar els espectres monodimensionals de les diferents variants de Iylc_sc tal i com

es mostra a la figura 4.30.
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Fig. 4.30. Espectres monodimensionals de H de la subunitat Iy i de la inteina Npu DnaE. Els espectres van ser
obtinguts amb un espectrometre Bruker de 800 MHz a 252C en KH,PO, 10mM, DTT 1mM, 10% D,0 pH 7.

Els espectres monodimensionals de 'H de les diferents variants Inlc_sc mostraven com a mesura que
el fragment de la subunitat I. afegit era més gran, més dispersié hi havia, i per tant, més
estructurada es trobava la proteina. En el cas de la variant Iylc_sc114, es va obtenir un espectre molt
similar al de la subunitat Iy, poca dispersio i pics amples, la qual cosa indicava que aquesta variant
presentava també una estructura de globul fos. Aquest resultat mostrava que incorporant només la
seqliéncia pertanyent a la primera regié en conformacié B (B 11) de la subunitat I, no és suficient
per al plegament global de la proteina. En les variants Iylc_sc123 i Iylc_sc131 s’obtenien uns
espectres on els senyals eren més fins i dispersos. En aquestes dues variants doncs, els espectres
indicaven que la proteina es trobava ja, com a minim, amb una regidé plegada important. Per tant,
incorporant la regidé pertanyent a la subunitat Ic corresponent a les cadenes P11, 12 i B13,

s’aconseguia un plegament global important de la proteina.

A partir d’aquestes observacions es van realitzar els espectres bidimensionals de les variants
Inlc_sc123 i Iylc_sc131 per tal de provar de fer-ne les assignacions i obtenir I’estructura secundaria de
les dues variants. En el cas de la variant Iylc_sc114, es va realitzar també algun espectre

bidimensional (TOCSY, NOESY), els quals, presentaven unes senyals molt amples i poc disperses
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indicant que la proteina no presentava una estructura estable, d’acord amb els resultats de

. . 1
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Fig. 4.31. Espectres monodimensionals de ’H de les variants Inlc_sc114, Iyle_sc123 ilylc_sc131. Els espectres van
ser obtinguts amb un espectrometre Bruker de 800 MHz a 25°C en el cas de Iylc_sc114 i Iylc_sc131 ia 5°C en el
cas de Iyl._sc123. Les mostres es trobaven dissoltes en KH,PO, 10mM, DTT 1mM, 10% D,0 pH 7.

4.3.4.2 Determinacido de l'estructura secundaria de les variants Iylc_sc123 i
Inlc_sc131

Els espectres bidimensionals enregistrats "HEN HSQC, W3¢ HSQC, TOCSY, NOESY, es van dur a

terme amb un espectrometre Bruker de 800 MHz a 252C en el cas de la variant Iylc_sc131ia 52C en
el cas de la variant Iylc_sc123. Les assignacions es van fer seguint el metode descrit per Withrich
(Wuthrich, 1986) amb el programa Sparky (T. D. Goddard and D. G. Kneller, SPARKY 3, University of
California, San Francisco) amb l'ajuda de les assignacions prévies realitzades en la Npu DnaE

(Heinamaki et al., 2009), dipositades al Biological Magnetic Resonance Bank amb el codi 16009 i
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utilitzant la nomenclatura establerta per DYANA (“Dynamics algorithm for NMR applications”)

(Guntert et al., 1997).

L’assignacidé dels espectres es va realitzar gracies als desplagaments quimics descrits per Hideo i
col-laboradors (Heinamaki et al., 2009) i es van assignar com a minim tots els protons o i NH de tots
els residus de les dues variants, exceptuant les regions dels extrems N i C terminals. No es va
aconseguir assignar els residus 1 a 8 en el cas de la variant Iylc_sc123 i1 a 4 en el cas de Iylc_sc131.
En el cas de I'extrem C-terminal es va aconseguir fer les assignacions fins al residu 121 en ambdues
variants. Una vegada feta I'assignacio seqlencial, es van prendre els valors de desplagament
obtinguts dels protons a de cada residu (& experimental) i es van restar els valors teorics en peptids
no estructurals (6 random coil). Aquests valors teorics es van calcular tenint en compte I’entorn del
residu, el pH i temperatura de la mostra a I’hora de realitzar els espectres (Kjaergaard et al., 2011;

Kjaergaard and Poulsen, 2011).

A = 5experimenta| - 6random coil

El valor resultant de la resta és el que s"anomena desplagament conformacional (AS8) (figura 4.32).
Un valor positiu de AS en els protons a indica que el residu es troba en una conformacié
caracteristica de fulla B mentre que els valors negatius son indicatius d’una conformacié tipus helix
a. L’analisi d’aquests valors va indicar que el plegament de les variants s’ajustava a l'estructura
secundaria descrita anteriorment de la inteina sencera Npu DngE (Heinamaki et al., 2009), de
manera que es pot concloure que les variants mantenen |'estructura secundaria, almenys en les

regions assignades.

4.3.4.3 Conservacio de I'estructura terciaria de les variants Iylc_sc123 i Iylc_sc131
respecte a la inteina Npu DnaE

Malauradament els espectres enregistrats no van ser gaire resolutius tal i com es mostra a la figura
4.33 ja que els senyals eren molt amples i hi havia molta superposicid entre ells la qual cosa
dificultava el procés d’assignacié. No obstant, amb |’ajuda de les assignacions previes de la inteina
sencera (Heinamaki et al., 2009), es van buscar en els espectres NOESY, tots aquells NOE’s de mitja
(fins a i, i+4) i llarga distancia (més de 4 residus) de les zones més desapantallades dels espectres
més resolutius. Es van buscar sobretot NOE’s entre metils i es van assignar també NOE’s molt
evidents entre NH-HA i NH-NH. L’'assignacié d’aquests NOE’s permetia observar regions de la
proteina proximes entre si, malgrat es trobessin allunyades en la seva seqiiéncia aminoacidica. Si
aquests NOE's s’observaven també en la inteina Npu DnaE sencera, era indicatiu que els aminoacids
els quals se’ls havia assignat el NOE conservaven l'estructura i posicié respecte la inteina sencera.
Per tant, aquests NOE’s era un indicador que la conformacié on es trobaven es mantenia en les
variants estudiades. A la taula 4.10 es mostren tots els NOE’s de mitja i llarga distancia assignats per

cada una de les variants i que es troben conservats en la inteina Npu DnaE.
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Fig. 4.32. Diferencies entre els valors de desplacament conformacional dels protons a de les variants Iylc_sc131, Iylc_sc123 i la inteina Npu DnaE (Biological Magnetic Resonance Bank codi:
16009) i els valors teorics en péptids no estructurats. Les fletxes blaves indiquen les regions amb conformacié de cadena B i els rectangles vermells les regions amb conformacio d’hélix a.
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Fig. 4.33. Espectres bidimensionals de H de Inlc_sc123. Els espectres van ser obtinguts amb un espectrometre Bruker de 800 MHz a 59C. (a) espectre NOESY, (b) ampliacié de I'espectre NOESY
on s’observa una regié amb senyals més desapantallades més facils d’assignar i una regié amb senyals més amples i solapats que van dificultar I'assignacid, (c) espectre TOCSY poc resolutiu on
hi mancaven molts senyals. Els espectres obtinguts de la variant Inlc_sc131 eren d’una qualitat similar als descrits.
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Taula 4.10. NOE’s de metils, HA-NH i NH-NH de mitja (fins a i, i+4) i llarga distancia assignats a les variants
Inlc_sc123 i Iylc_sc131 assignats també a la inteina Npu DnaE (codi PDB: 2KEQ)

NOE'S Metils NOE'S Metils
residu 1 residu 2 Inlc_sc123  Iylc_sc131 El. Estrc. 2ria residu 1 residu 2 Inlc_sc123  Iylc_sc131 El. Estrc. 2ria
Y4HB2 Y117QE X X L1-B12 166 HG12 184 HG12 X X B8-02
Y4HB3 Y117QE X X L1-B12 166 HG12 184 QD1 X X B8-02
Y4 NH Y117 QE X (] L1-B12 A68 QB 184 QD1 X X B8-a2
L9 Qb1 Y31Qb X X B2-p4 F74 QD 184 NH X (0] B9-a2
L9 QD1 Y31 QE X X B2-p4 F74 QD 184 QD1 X X B9-02
L9 HG Y31QD X X B2-B4 F74QD 184 HG12 X X B9-02
L9 HG Y31 QE X X B2-B4 F74 QF 184 QD1 X X B9-02
T10 HA Y13 Qb X X L2 M75QB M95NH (0] X L9-L10
T10 QG2 G14 NH X (o] L2 V77QQG D93 HB3 X X L9-L10
T10NH G14HA X X L2 V77 QQG M95 NH X X L9-L10
T10 HG12 Y31 QD X o L2-B4 V77 QQG N102 HD21 X X L9-L10
T10 HG12 Y31 QE X o L2-B4 184 QD1 187 QG2 X o a2
V11 QG2 T29 HB X X L2-B4 184 QD1 1105 QG2 X (0] a2-pl11
V11 QG2 Y31Qb X (o] L2-B4 184 HG13 187 HB X (0] a2
V11 QG2 Y31 QE X (0] L2-B4 F88 QD 1105 HG13 X X a2-pl11
E12 NH C28 HB3 X (0] L2-L3 F88 QD 1105 HG2 X X a2-f11
Y13 Qb L16 HG X ] L2-B3 F88 QE 1105 HG2 X X a2-p11
Y13 Qb 126 QG2 X X L2-13 F88 QE T107 QG2 X X a2-p11
Y13 Qb C28 HB3 X X L2-13 M95HA  N102HD21 X X L10
121 NH 126 QD1 X (0] al-L3 1105HG2 R108HE (0] X B11
121 HG13 126 QD1 X X al-L3 NOE's HA NH
121 QG2 W47 HE1 X X al-p6 residu 1 residu 2 Inlc_sc123  Iylc_sc131 El. Estrc. 2ria
121 QG2 W47 HD1 X X al-B6 L9 HA L16 NH X (0] B2-B3
121 Qb1 W47 HD1 X (0] al-B6 T10 HA Y13 NH X (0] L2
V22HA W47QB X X al-B6 T10 HA G14 NH X X L2
V22HA W47HD1 X X al-p6 T10NH G14 HA X X L2
V22HA W47HE1 X X al-p6 T10NH L15 HA X (0] L2-B3
V22 QG1 W47 HA X (0] al-B6 E12 NH C28 HA X (0] L2-L3
V22 QG1 H48 HA X (0] al-B6 T29 HA V44 NH X X B4-L5
R25 HB3 W47 HE1 X X L3-B6 V33 HA Y40 NH X (0] B4-B5
126 NH W47 HE1 X X L3-B6 F56 HA K109 NH (0] X B7-p11
126 HA W47 HE1 X ] L3-B6 F56 HA Y110 NH X (0] B7-p11
E27 HA W47 HZ2 X o L3-B6 F56 HA L111 NH X X B7-p11
T29 HB T41 QG2 X X B4-B5 E57 HA L111 NH X [¢] B7-p11
T29 QG2 Q42 HA X (o] B4-BS E57 NH K109 HA 0] X B7-p11
Y31Qb T41 QG2 X X B4-BS E57 NH Y110 HA X 0] B7-p11
Y31 QE T41 QG2 X X B4-BS Y58 NH R67 HA X (0] B7-B8
V33QQG G37NH (0] X B4-L4 C59 HA 166 NH X (0] B7-B8
D34 NH Y40 HB3 X (0] L4-B5 L60 NH L65 HA X (0] B7-B8
D34 NH Y40 QD X X L4-B5 L60 HA A106 NH X (0] B7-p11
V44 QG2 W47 HE1 X X L5-B6 K73 HA L82 NH 0] X B9-p10
V44 QG1l W47 HE1 X X L5-B6 F74 NH M81 HA X 0] B9-p10
V44 QG1 W47 HZ2 X X L5-86 184 HA 187 NH X X a2
V55 QG1 A68 NH X X B7-B8 E86 HA E89 NH X X a2
V55 NH Y110 QD X (o] B7-p11 187 HA L92 NH X X a2-L10
V55 NH Y110 QE X (o] B7-p11 G112HA  N115NH X (0] B11-111
V55 HB Q114 HE22 X X B7-L11 NOE's NH NH
F56 QD T69 HA X X B7-L8 residu 1 residu 2 Inlc_sc123  Iylc_sc131 El. Estrc. 2ria
F56 QE Y110 QD X X B7-p11 T10 NH G14 NH X 0] L2
F56 QE Y110 QE X (o] B7-p11 S32NH Y40 NH X X B4-B5
E57 NH L111 HG X o] B7-p11 D34 NH Y40 HB3 X 0] L4-B5
E57 NH L111 QD2 X ] B7-p11 D34 NH G37 NH X X L4
Y58 HB2 184 QD1 X o] B7-a2 D34 NH N38 NH X X L4
Y58 HB3 184 QD1 X o] B7-a2 V55 NH G112 NH X (0] B7-p11
C59 HA L65 QD2 X X B7-B8 E57 NH K109 NH X (0] B7-p11
C59 NH 1105 QG2 X X B7-p11 Y58 NH 166 NH X (0] B7-B8
L60 QQD 166 QG2 X (0] B7-B8 C59 NH T107 NH X 0] B7-p11
166 HB 184 QD1 X ] B8-a2

*El simbol x fa referencia a NOE assignat i el simbol o fa referencia a NOE no assignat per cada una de les
variants. o fa referencia a les diferents hélix a, 8 a les diferents cadenes B i L als diferents loops que hi ha entre
els diferents elements d’estructura secundaria.
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Una vegada assignats els NOE’s de mitja i llarga distancia, es van poder identificar quins eren els
residus que conservaven la mateixa posicid respecte a la inteina sencera i plegada. D’aquesta
manera, es va poder fer un mapejat per cada una de les variants per tal de veure en quines regions
de la inteina es trobaven aquests residus. Aixi, es va poder obtenir una aproximacié de les regions
d’estructura terciaria conservada en cada una de les variants respecte la inteina nativa i plegada. A la

figura 4.34 es mostra el mapejat obtingut per cada una de les variants.

Inlc_sc123 Inlc_sc131

a.

Fig. 4.34. Mapejat de les variants Iylc_sc123 i Iylc_sc131. En vermell s’observen els residus als quals se’ls ha
assignat un NOE a mitja o llarga distancia, en gris als residus els quals no se’ls ha assignat cap NOE a mitja o
llarga distancia i en negre els residus de la subunitat |- que no sén presents a cada una de les variants. Les
figures (a) mostren una representacio esquematica de I'estructura tridimensional de la inteina en el qual s’indica
graficament els resultats de la taula 4.10. Aixo indica que aquests elements d’estructura secundaria es
mantindrien a cada una de les variants. Les figures (b i c) mostren una representacio de la inteina per la cara
frontal i la cara dorsal respectivament utilitzant esferes per representar els atoms basant-se en el radi de Van
der Waals. S’observa que molts residus els quals no se’ls ha trobat un NOE a mitja o llarga distancia sén els que
es troben en contacte amb la regid de la subunitat |- que manca a cada una de les variants.
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Tal i com s’ha visualitzant en la figura 4.34, les dues variants Iylc_sc123 i Iylc_sc131 presentaven
moltes regions amb la mateixa conformacié que la inteina Npu DnaE. Sobretot, aquesta conformacié
es mantenia en les zones que menys contacte tenien amb el fragment de la subunitat Ic que
mancava en cada una d’elles. Tampoc s’observaven diferéncies significatives en les regions
conservades en les dues variants Iylc_sc123 i lylc_sc131. Per tal de confirmar que aquestes regions
mantenien la mateixa estructura que la inteina Npu DnaE sencera, a partir dels NOE’s de mitja i
llarga distancia entre HA-NH i NH-NH, es va estudiar si I'orientacié de diferents cadenes B de les
diferents variants es mantenia igual a les de la inteina sencera. En el cas de la Npu DnaE, la majoria
de cadenes B es troben en orientacié antiparal-lela. Per saber si dues cadenes  sén antiparal-leles
cal fixar-se amb uns NOE’s concrets (NH-NH i NH-HA). Es caracteristic de cadenes B antiparal-les que
el proté NH d’un residu formi NOE amb I’'NH del residu j-1 que té enfrontat en I'altra cadena B i amb
el HA del residu j que té enfrontat. A més, també es poden observar NOE’s entre dos HA enfrontats
en dues cadenes B i aquest HA pot formar a més, NOE amb I’'NH del residu que té enfrontat.
Observant almenys 2 NOE’s d’aquest tipus, ja es pot deduir que l'estructura i orientacié dels
elements d’estructura secundaria d’aquella regid es conserva. A la figura 4.35 es mostren els NOE’s
identificats a cada una de les cadenes B. La orientacié que presenten aquestes cadenes B en les
variants Iylc_sc123 i Iylc_sc131 i si aquesta orientacié que presenten es conserva en la inteina

sencera Npu DnakE es troba recollida a la taula 4.11.

Taula 4.11. Relacié entre les diferents cadenes B de la inteina Npu DnaE i si aquesta relacié es manté entre les
variants Iylc_sc123ilylc_sc131

Cadenal Cadena2 Sentit Es manté la relacié?

p1 B12 Paral-lel No s’observa

B2 B3 Antiparal-lel Si

B4 B5 Antiparal-lel Si

B6 B12 Antiparal-lel No s‘observa

B7 B11 Antiparal-lel Si

B7 B8 Antiparal-lel Si

B9 B10 Antiparal-lel Si

B13 B14 Antiparal-lel No es pot formar

Malauradament no es van poder fer assignacions dels residus compresos entre I'1 i el 8 ni a partir del
residu 121 en les dues variants Iylc_sc123 i Iylc_sc131. Per aquest motiu no s’han pogut identificar
diferencies significatives entre les dues variants, ja que, segons els resultats obtinguts, aquestes
presenten un plegament molt semblant. Amb aquests resultats, es podria confirmar que introduint
les dues primeres cadenes B de la subunitat I, s"aconsegueix ja una estructura global de la inteina.
Malauradament, a partir del residu 121 no s’ha pogut determinar quina estructura adopta aquesta
regio en les diferents variants, sobretot en el cas de Iylc_sc131. Aixo és probablement degut al fet
que B13 que no es trobaria en Iylc_sc123 pero si en Iylc_sc131 no pot adoptar tampoc la conformacio

B a causa de I'absencia en totes dues variants de f14.

134



4. Resultats i Discussio

NOF’s B2- B3
B2 (7-9) B3 (15-17)
NH10-HA14 - )-K/ )K/
NH10-HA15 ‘T‘ 14 N
NH14-HA10 H o o
NH16-HA9 “
NH10-NH14 H
)J\ N \)L
T/}Y \)J\ )ﬁ( 10
H (o]
NOE'’s B4- B5

B4 (29-33) B5 (39-43)
NH44-HA29 aa N

NH32-NH40
29 N 31 33
NOE’s B7- B8 H
B7 (53-60) B8 (65-68)
NH58-HAG7 67 /”\/
NH60-HA65 68
0

NH66-HAS59
NH58-NH66

NOFE’s B7- p11

B7 (53-60) P11 (105-113)
NH57-HA109
NH57-HA110
NH106-HA60
NH109-HA56
NH110-HA56
NH111-HA56
NH111-HA57
NH55-NH112
NH57-NH109
NH59-NH107

NOE’s B9- B10

B9 (73-74) B10 (81-83)
NH74-HA81
NH82-HA73

Fig. 4.35. NOE’s a llarga distancia identificats en les diferents cadenes 8 de les variants Iylc_sc123 i Iylc_sc131 i
conservats en la inteina Npu DnaE. Per cada cadena 8 s’indica els residus els qual en formen part i el llistat de
NOE’s identificats. Les linies en vermell indiquen NOE’s assignats a les dues variants, les linies en verd els NOE’s
assignats només a lylc_sc123 i les linies en blau als NOE’s assignats només a Iyl-_sc131. Les linies discontinues
indiquen NOE’s complementaris de cadena B assignats que son conseqtiencia de difusio de I'espi.
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5. DISCUSSIO GENERAL

Les inteines estan esdevenint una interessant i potencial eina en el camp de la biotecnologia i la
biologia molecular ja que s’utilitzen en diferents técniques de purificacid, marcatge isotopic i control
d’activitat de proteines (Elleuche and Poggeler, 2010). Per tal de dissenyar noves aplicacions i
millorar les técniques obsoletes es requereix una millor comprensié de la seva estructura i la seva
funcié com també un millor coneixement, en el cas de les inteines en trans, del procés associatiu de

les subunitats Iy i lc.

Una de les linies de recerca del nostre grup se centra en I'estudi estructural i la caracteritzacié
cinética de determinades trans inteines. Dins de les trans inteines, la familia DnaE és de les més
estudiades per les excel-lents caracteristiques que presenta. De totes elles pero, la que ha rebut un
major interes és la Npu DnaE de Nostoc punctiforme per la seva velocitat de reaccid, la seva
robustesa i I'elevada afinitat que presenten les subunitats Iy i Ic que fan d’ella una inteina excel-lent
per ser utilitzada com a eina en el camp de la biologia molecular (Shah et al., 2012; Shah et al., 2011;

Zettler et al., 2009).

La majoria d’estudis realitzats en inteines incloent la Npu DnaE, se centren en |'estabilitat, cinética i
estudi del procés associatiu dels fragments de les trans inteines. Per aquest motiu, es va decidir
progressar en aquests estudis per tal d’entendre millor com funcionen les inteines i dissenyar-ne i
desenvolupar-ne de més eficients a partir de la trans inteina Npu DnaE. El primer objectiu va ser
estudiar la termoestabilitat que presenta aquesta inteina quan forma part d’una Unica seqiiéncia
polipeptidica, quan es troben les seves subunitats Iy i Ic associades i quan es troba la subunitat Iy
aillada. Primerament, es va aconseguir expressar i purificar aquestes variants en la fraccié soluble la
qual cosa va permetre, simplificar molt el procés de purificacid, atés que, es van evitar protocols de
solubilitzacié de cossos d’inclusid, replegament de la proteina i concentracid. Els estudis de
termoestabilitat han demostrat que la variant més estable és aquella en que la inteina es troba
formant una Unica cadena polipeptidca i la menys estable la subunitat Iy aillada. Per tant, aixo
indicaria que les subunitats Iy i Ic han de romandre juntes per aconseguir una millor estabilitat a la
inteina. Aquest fet concordaria amb estudis previs els quals s’ha determinat que el plegament global
de la inteina, i per tant la seva estabilitat, és degut a una sinérgia mutua entre la subunitat Iy i I¢
(Shah et al., 2013b; Zheng et al., 2012). Aquesta sinérgia de plegament vindria dominada per un
component entalpic que supera el cost entropic desfavorable. El canvi d’entropia desfavorable es
doéna a causa de la pérdua de llibertat conformacional causada per la transicié d’estat desordenat a
ordenat durant I'associacié (He et al., 2001). Malgrat que I’entropia sigui desfavorable, el canvi
d’entalpia és favorable i prové basicament del llarg nombre de contactes polars que s’estableixen

entre les subunitats Iy i Ic (Zheng et al., 2012). Aquest fenomen és conegut com a compensacio
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entalpia-entropia (Calderone and Williams, 2001) i normalment va associat a un plegament proteic
després de la unioé de les subunitats. Tal i com s’ha demostrat en aquest treball, la subunitat Iy aillada
presenta una estructura de globul fos la qual cosa concorda amb que presenti una baixa estabilitat i
també amb que no s’ha observat un replegament un cop desnaturalitzada per temperatura. Per altra
banda, si que s’ha aconseguit un replegament parcial de les altres variants gracies a la sinérgia de
plegament existent entre les subunitats Iy i Ic. Es a dir, la preséncia de la subunitat Ic a través de les
interaccions que es donen durant |'associacié, permetria que la subunitat Iy es tornés a plegar,
obtenint aixi, un replegament global de la inteina. Aquest replegament va ser observable gracies a la
introduccié de TCEP-HCl a les mostres. Aquest agent reductor va permetre evitar les possibles
interaccions no desitjades de les diferents Cys que podrien dificultar I'estudi de la seva
termoestabilitat. El fet que aquesta inteina presenti una Tm d’entre 50 i 602C tant quan es troba
formant una Unica cadena polipeptidica com quan es troba associada en forma de Iy i I, permet el
seu Us en aplicacions que necessitin temperatures fisiologiques de 372C com és el cas del treball amb
cél-lules eucariotes de mamifer (Selgrade et al., 2013; Subramanyam et al., 2013). La termoestabilitat
que presenta aquesta inteina, també li confereix capacitat de ser activa a temperatures superiors a
la fisiologica, de 402C o més. Per altra banda, aquesta proteina és també estable a baixes
temperatures tal i com s’ha demostrat en altres treballs, fet que li confereix la capacitat de treballar

amb exteines que son sensibles a temperatures altes (Zettler et al., 2009).

S’ha pogut comprovar que totes les variants tendeixen a ser més estables a pHs lleugerament basics.
Aquest fet concordaria amb que diferents autors utilitzin valors de pH lleugerament basics per
treballar amb aquesta inteina (Cheriyan et al., 2013; Iwai et al., 2006; Shah et al., 2011). A aquests
valors de pH, les Cys de la inteina podrien trobar-se lleugerament ionitzades i actuar com a millors
nucleofils (Claus and Winyard, 2009; Paulsen and Carroll, 2013). En aquestes condicions, la inteina es
manté més soluble, ja que a partir de pH’s lleugerament acids (inferiors a 6) precipita segurament
per I'aproximacio al seu punt isoeléctric de 4.84. A més, la solubilitat que presenta és bona ja que en
tots els assajos de termoestabilitat i de RMN, les seves diferents variants eren molt solubles a pHs
lleugerament basics. S’ha arribat a obtenir concentracions superiors a 5mg/ml de proteina sense

observar la formaciod de precipitats.

Els resultats obtinguts a partir dels estudis d’estabilitat permeten concloure que la inteina Npu DnaE
tant formant una Unica cadena polipeptidica com en forma de subunitats Iy i I, presenta una bona
termoestabilitat, per tant acompleix un dels requisits que permet que aquesta inteina sigui
interessant en el camp de la biotecnologia i biologia molecular. Un dels altres requisits que compleix
la inteina i que s’ha observat en aquest treball és I'elevada solubilitat que presenta tant la inteina
sencera com totes les variants estudiades en aquesta tesi doctoral. Aquesta elevada solubilitat de la

inteina ja ha estat descrita en estudis previs (Ramirez et al., 2013; Zettler et al., 2009).
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Per altra banda, un dels esforcos en I'estudi de la familia d’inteines DnaE se centra en coneixer el
paper de les Cys 1 i +1 i analitzar la seva substitucid per altres residus que no siguin tant reactius,
com Ser o Thr. La substitucié de les Cys per aquests altres residus podria disminuir les possibles
reaccions no desitjades que es poden produir a causa de la seva reactivitat. Els residus de Ser i Thr
son usuals en les posicions 1 i +1 en determinades inteines. Centrant-nos en la posicid +1, de totes
les inteines recollides a InBase, el 39.5% tenen Cys a la posicié +1, el 34.6% presenten una Ser, el

22% tenen una Thr i només un 0.04% presenten altres residus (Shemella et al., 2011).

En aquest treball es va decidir substituir les Cys 1 i +1 per una Ser i veure com aquest canvi afectava
I'activitat de la inteina. En aquest cas, es va decidir fer els estudis primerament només amb la Ser i
no amb la Thr, ja que, la Ser és un aminoacid molt més semblant a la Cys que no la Thr i per tant, aixo
simplificaria la comprensié dels efectes que podria tenir aquesta mutacié. També, en el conjunt
global de totes les inteines de InBase, és més comu un residu de Ser a la posicio +1 que no un de Thr.
Aixi mateix, és factible pensar que de manera natural una Thr a la posicié +1 és un residu menys
eficient en el mecanisme de tall i unié comparant-lo amb els residus de Cys o Ser. Per exemple, en el
nostre grup de recerca es treballa també amb la trans inteina Neq Pol de Nostoc punctiforme (Choi et
al.,, 2006), la qual presenta una Thr a la posicié +1. Fins a l'actualitat, no s’ha aconseguit veure
activitat apreciable d’aquesta inteina utilitzant diferents exteines i diferents condicions de pH i
temperatura. En un estudi fet per Iwai i col-laboradors, es va avaluar i comparar I'activitat que
presentaven 20 inteines diferents utilitzant GB1, MBP i el domini SH3 com a exteines. De totes elles,
8 presentaven una Thr a la posicid +1, 8 presentaven una Cys i 4 presentaven una Ser a la posicio +1.
De les 8 inteines que presentaven una Thr en posicié +1, 3 no presentaven activitat o era inferior al
5%. Concretament, aquestes 3 inteines eren Pho CDC21-2, Mxe GyrA i Neq Pol. Per altra banda, es
van classificar aquestes 20 inteines estudiades en funcié del seu rendiment. De les 20 inteines, 6 van
ser classificades com a inteines amb rendiment baix (rendiment inferior al 5% o nul) i concretament,
3 d’elles presentaven una Thr a la posicio +1, 2 d’elles presentaven una Cys i només una presentava
una Ser a la posicié +1 (Ellila et al., 2011). Aquests resultats, semblarien indicar que la Thr en la

posicio +1 és el residu menys eficient en el mecanisme de tall i unié comparat amb la Cys o la Ser.

A la base de dades InBase, es van analitzar totes les inteines de bacteris termofils i es va observar
que la meitat de les inteines d’aquests bacteris presenten una Ser a la posicié +1. Aquest fet va fer
pensar que, aprofitant I'elevada termoestabilitat que presenta Npu DnaE, s’aconseguiria recuperar
I'activitat de la inteina amb la mutacié C+1S incrementant la temperatura, ja que la Ser +1 era el
residu predominant en les inteines d’aquests organismes termofils. A la taula 5.1 es mostra un recull
de totes les inteines de bacteris termofils amb els residus que presenten a les posicions 1 i +1. Tenir
un coneixement dels residus més abundants en aquestes dues posicions en inteines de bacteris
termofils, podria ajudar a entendre el perque la Npu DnaE C+1S recupera I’activitat en incrementar la

temperatura.
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Primer de tot, centrant-nos en el residu 1, a la taula 5.1 s’observa que totes les inteines de bacteris
termofils tenen a la posicid 1 una Cys. Cap d’elles presenta una Ser o Thr, aquest fet donaria suport
als resultats obtinguts, on no s’ha observat activitat de la inteina amb la mutacié C1S. En aquest cas,
es fa evident doncs, que la Cys en la posicid 1 és essencial pel mecanisme de tall i unié de la inteina
Npu DnaE. Per completar aquest estudi, s"han buscat totes les trans inteines que es troben recollides
a InBase i s’ha buscat quins residus tenen cada una d’elles en la posicio 1i +1. Aquest llistat es troba

recollit a la taula 5.2.

Taula 5.1. Inteines de bacteris termofils on es mostra el residu que tenen en la posicié 1 i +1 recollides a InBase
(Perler, 2002)

Nom Residul Residu +1 Organisme
Aae RIR2 C C Aquifex aeolicus strain VF5
Chy RIR1 Carboxydothermus hydrogenoformans Z-2901

Dge DnaB Deinococcus geothermalis DSM11300

Rma DnaB Rhodothermus marinus

Rma DnaE Rhodothermus marinus DSM 4252

Tfus RecA-1 Thermobifida fusca

Tfus RecA-2 Thermobifida fusca
Tfus Tfu2914 Thermobifida fusca

Tth-HB27 DnaE-1
Tth-HB27 DnaE-2
Tth-HB27 RIR1-1
Tth-HB27 RIR1-2
Tth-HB8 DnaE-1
Tth-HB8 DnakE-2
Tth-HB8 RIR1-1
Tth-HB8 RIR1-2

Thermus thermophilus HB27
Thermus thermophilus HB27
Thermus thermophilus HB27

Thermus thermophilus HB27
Thermus thermophilus HB8

Thermus thermophilus HB8
Thermus thermophilus HB8

OO 0000000000000
O 4 v unu 0o 4 unu ounu ou oun 4 un0 onu 40

Thermus thermophilus HB8

Dels resultats obtinguts i recollits a la taula 5.2, s’observa que practicament totes les trans inteines
d’aquesta base de dades, tenen una Cys tant en la posicié 1 com en la +1. Només Dra Snf2 i Neq Pol
presenten altres residus que no sén Cys, tot i que les dues tenen una Thr en la posicié +1. Aquest fet
indicaria doncs que les trans inteines en general necessiten d’una Cys en la posicio 1 i +1 per dur a
terme de manera eficient el mecanisme de tall i unié. Cal remarcar que totes aquestes inteines son

d’eubacteris excepte Neq Pol que és d’un organisme arquea hipertermofil (Choi et al., 2006).

El fet que la mutacié de la Cys 1 inhibeixi I’activitat de la inteina, fa que la inteina doble mutant C1S —
C+1S tampoc presenti activitat. A més, de totes les inteines de termofils (aproximadament 120) que
hi ha a InBase (Perler, 2002) siguin de bacteris, archea o virus, cap d’elles presenta una Ser a la
posicié 1 i +1. Aquest fet indicaria que una Ser a les posicions 1 i +1 no és viable per la correcte

activitat de les inteines.
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Taula 5.2. Trans inteines recollides a InBase (Perler, 2002) on es mostra el residu que tenen en la posicid 1i+1

Nom Residu1 Residu +1 Organisme
Aha DnaE C C Aphanothece halophytica
Aov DnaE Aphanizomenon ovalisporum
Asp DnaE Anabaena species PCC7120
Ava DnaE Anabaena variabilis

Cra-CS505 DnaE
Csp-CCY0110 DnaE
Csp-PCC7424 DnaE

Csp-PCC7822
Csp-PCC8801 DnaE
Cwa DnaE
Dra Snf2
Maer-NIES843
Mcht-PCC7420 DnaE
Mtu-T17 RecA
Nosp-CCY9414 DnaE

Cylindrospermopsis raciborskii CS-505
Cyanothece sp. CCY0110
Cyanothece sp. PCC 7424
Cyanothece sp. PCC 7822
Cyanothece sp. PCC 8801

Crocosphaera watsonii WH 8501
Deinococcus radiodurans R1
Microcystis aeruginosa NIES-843
Microcoleus chthonoplastes PCC7420
Mycobacterium tuberculosis T17

Nodularia spumigena CCY9414

»w O O O 0O 0O 0 0O 0O 0 0O 0000 > 0 00000000
= 0O O O O O O O O O 0O 0O O O 0 4 0 0 0 0O 0O 0 0O 0O 0

Npu DnaE Nostoc punctiforme PCC73102
Nsp-PCC7120 Nostoc species PCC7120
Oli DnaE Oscillatoria limnetica
Sel-PC7942 DnaE Synechococcus elongatus PC7942
Sel-PCC6301 DnaE Synechococcus elongatus PCC 6301
Ssp DnaE Synechocystis species, strain PCC6803
Ssp-PCC7002 DnaE Synechocystis species, strain PCC 7002
Tel DnaE Thermosynechococcus elongatus BP-1
Ter DnaE-3c Trichodesmium erythraeum IMS101
Tvu DnaE Thermosynechococcus vulcanus
Neq Pol Nanoarchaeum equitans

De manera general, la Cys 1 estableix ponts d’hidrogen amb I'Asp present en la regid F (taula 1.1 de
la introduccid) i s’ha vist que aquestes interaccions sén essencials pel primer pas del mecanisme de
tall i unié (Johnson et al., 2007; Sun et al., 2005; Van Roey et al., 2007). El residu d’Asp protonat
estabilitza la cadena lateral de la Cys 1 facilitant-ne I'atac nucleofilic sobre el carboni carbonilic de
I’extrem N-terminal (Volkmann and Mootz, 2013). Aquest pont d’hidrogen que s’estableix entre I’'Asp
de la regid Fila Cys 1 s’observa també en la Npu DnaE. En aquest cas es tracta de I’Asp 118, el pont
d’hidrogen es forma també quan la posicidé 1 és ocupada per una Ser perd no quan és ocupada per
una Thr (figura 5.1). El pont d’hidrogen que s’estableix entre I’Asp 118 i la Cys 1 té una longitud de
2.46 A, mentre que quan és una Ser, la longitud del pont d’hidrogen és lleugerament més alta i passa
a ser de 2.76 A. Aquest lleuger increment podria ajudar, en part, a fer més inestable la interacci6
entre Ser 1i Asp 118, contribuint a que una Ser en la posicid 1 bloquegés el mecanisme de tall i unié
malgrat s’incrementi la temperatura. També, el fet que el grup OH de la Ser sigui menys

electronegatiu i per tant menys nucleofil que el grup SH de la Cys (Barron et al., 2010), podria
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explicar en part el bloqueig del mecanisme de tall i unié en aquest mutant. D’altra banda, es coneix
també que tant la Thr com la His de la regié B és important per al primer pas del mecanisme de tall i
unié (Du et al., 2011a; Pearl et al., 2007, Romanelli et al., 2004). Aquests residus s’ha vist en
diferents inteines que estableixen ponts d’hidrogen amb el residu 1 i sembla que el paper d’aquestes
interaccions serien I'estabilitzacié de I'intermediari de la reaccié d’aquest pas (Ding et al., 2003). Npu
DnaE es caracteritza per no presentar la His de la regid B, pero si que presenta una Thr en aquesta
regid, concretament la Thr 69, que estableix també ponts d’hidrogen amb el residu 1 tant quan
aquest és una Cys, Ser o Thr (fig. 5.1). Per tant, el fet de canviar el residu de Cys per Ser, sembla que
no afectaria les interaccions que s’estableixen amb la Thr 69 malgrat que el procés de tall i unio es

trobi inhibit o inapreciable amb les tecniques emprades en aquest estudi.

a b. c

2%,

Asp 118 f Asp 118 f Asp 118 f
/ -—-— -—-— _7/ . & A -;——-A(

\ = ‘ — [~ “\ s -

4—, 7’/ Y, %, 7’/ . RV e T R, 3

ool y» s
G CVSI Thr 69 oS Serl g 69 o Thrl " threo

Fig. 5.1. Ponts d’hidrogen (linia discontinua verda) que s’estableixen entre el residu 1 i els residus Thr 69 i Asp
118 en la inteina Npu DnaE i que estabilitzarien el pas 1 del mecanisme de tall i unié. (a) quan el residu 1 és una
Cys, (b) quan el residu 1 és una Ser i (c) quan el residu 1 és una Thr. Imatges obtingudes a partir del programa
SwissPdb Viewer (Guex and Peitsch, 1997).

Per altra banda, hi ha inteines que malgrat presentar un residu nucleofilic de Cys, Ser o Thr en la
posicid 1, requereixen també del triplet Trp, Cys i Thr, concretament es requereix d’'un Trp a la regio
B, una Cys a la regid F i una Thr a la regié G per tal que el mecanisme de tall i unié sigui actiu. El
triplet Trp-Cys-Thr pot ser mutat per residus de caracteristiques similars sense afectar el mecanisme
de tall i unid menys la Cys. Aquesta Cys de la regio F resulta absolutament essencial per I’activitat de
la inteina i no pot ser canviat per cap altre residu malgrat sigui de caracteristiques similars (Ser o Thr)
(Volkmann and Mootz, 2013). Un exemple d’aquest tipus de inteines és la MP-Catera Gp206 que
presenta una Ser a la posicié 1 juntament amb el triplet Trp-Cys-Thr. MP-Catera Gp206 sense la Cys
de la regid F perd totalment la capacitat de dur a terme el mecanisme de tall i unié (Tori and Perler,
2011). En el cas de la Npu DnaE, aquesta no presenta cap dels tres residus en les regions esmentades
i per tant, 'absencia del triplet Trp-Cys-Thr podria contribuir també a explicar el perque la mutacié
C1S inhibeix el mecanisme de tall i unié en la Npu DnaE. Cal remarcar que les inteines presenten una
dinamica en el seu esquelet polipeptidic essencial per a la seva activitat. En alguns casos, la mutacié
d’un dels residus essencials en el mecanisme de tall i unié provoca canvis significatius en la seva
dinamica i pot provocar canvis interns afectant la capacitat catalitica de determinats residus (Du et
al., 2010; Lockless and Muir, 2009). Aquest fet es pot veure clarament en les diferencies significatives

d’activitat que presenten les trans inteines de la familia DnaE malgrat la seva elevada homologia de
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seqliéncia (Caspi et al., 2003; Dassa et al., 2007). Aixi, malgrat que les inteines Npu DnaE i Ssp DnaE
presenten una homologia del 54.7% (figura 5.2), la velocitat de reaccié de Npu DnaE és entre 33 i
170 vegades superior, depenent de les condicions i exteines unides, a la velocitat de reaccio de Ssp
DnaE (Martin et al., 2001; Zettler et al., 2009). L'efecte tant significatiu que poden tenir aquestes
mutacions en I'activitat de la inteina podria contribuir a explicar I'efecte que té la mutacié C1S en

I’activitat de la inteina Npu DnaE.

Ssp Dnak CLSFGTEILTVEYGPLPIGKIVSEEINCSVYSVDPEGRVYTQAIAQWHDRGEQEVLEYEL
Npu Dnak CLSYETEILTVEYGLLPIGKIVEKRIECTVYSVDNNGNIYTQPVAQWHDRGEQEVFEYCL
* k& kkkkkhkkkk khkhkkkkx * ok kkkkk * * &k kkkkhkkkhkkkht kk *
Ssp Dnak EDGSVIRATSDHRFLTTDYQLLAIEEIFARQLDLLTLENIKQTEEALDNHRLPFPLLDAG
Npu Dnak EDGSLIRATKDHRFMTVDGOMLPIDEIFERELDLMRVDNLPN----—-—-==-—=——=——=—————
kkkk kkkk kk Kk k ok ok ok k kkk ok kkk *
Ssp Dnak TIKMVRVIGRRSLGVQRIFDIGLPQDHNFLLANGAIAAN
Npu Dnak —=--MIRIATRKYLGKQNVYDIGVERDHNFALKNGFIASN
* ok *  kk K * ok k kkkk k kk kk ok

Fig. 5.2. Grau d’identitat que presenten les seqliencies de la inteina Ssp DnaE (blau) i Npu DnaE (vermell). Extret
de Expasy Bioinformatics Resource Portal (http.//www.expasy.org).

Tornant a la taula 5.1 i basant-nos en el residu +1, cal remarcar que a la posicié +1 la Ser és present
en un 50% dels casos, la Cys en un 25% i la Thr en un altre 25%. El fet que en la meitat dels casos
s’observi una Ser a la posicié +1 de les inteines de bacteris termofils, fa pensar que la Ser sigui el
residu més eficient en aquest tipus d’inteines que tenen activitat a altes temperatures i que per tant,
I’evolucid hagi conduit a seleccionar les inteines de termofils amb Ser a la posicié +1. L’evidéncia que
en global la Cys en posicid +1 sigui minoritaria respecte a la quantitat d’inteines que presenten Ser o
Thr en aquesta posicio, fa pensar que evolutivament la Ser és un residu avantatjos respecte la Cys en
aquesta posicid en les inteines de termofils. A altes temperatures, la Cys és més inestable que la Ser
o Thr i aquesta inestabilitat pot provocar reaccions secundaries no desitjades com seria la N i C
escissio en el mecanisme de tall i unid (Perler et al., 1997). Per tant, si hi ha inteines de termofils
actives amb la Ser a posicié +1, aix0 ajudaria a entendre el perqué la Npu DnaE amb la mutacié C+1S
recupera l'activitat quan s’incrementa la temperatura. Aquest fet confereix a la inteina Npu DnaE la
capacitat de ser activa a temperatures superiors a 402C amb un residu de Ser a la posicid +1 en
comptes de la Cys +1 que resulta indispensable per aquesta inteina per tal que el seu mecanisme de

tall i unié sigui actiu i eficient a temperatures més baixes (Cheriyan et al., 2013).

Per entendre el perqué la mutacié C+1S recupera I'activitat quan s’incrementa la temperatura, cal
centrar-se en aspectes sobre la naturalesa quimica dels residus. Cal remarcar que la Ser és un residu
de mida similar a la Cys pero més polar on la principal diferencia és que el grup nucleofilic de la Cys
és un tiol i el de la Ser és un hidroxil (Shemella et al., 2011). Per tal que aquests residus puguin actuar
com a nucleofils i dotar d’activitat a la inteina necessiten perdre el protd unit a I'oxigen en el cas de
la Ser o al sofre en el cas de la Cys. L'oxigen presenta una electronegativitat de 3.5 i el sofre de 2.4

(Barron et al., 2010), fent que I'oxigen sigui un atom més electronegatiu que el sofre. Per tant, el
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protd unit a I'oxigen ho és amb més forga que I'unit al sofre. Aixi doncs, es necessita més energia per
desprotegir I'enllag OH que el SH, ja que I'’energia d’enllag depen en gran mesura i és proporcional a
I’electronegativitat dels dos atoms que formen la unié (Alcock, 1990). En el cas de la Npu DnaE amb
la mutacié C+1S, I'energia s’aconsegueix mitjangant un increment de temperatura. Aquest fet,
explicaria que al incrementar la temperatura s’ha aconseguit desestabilitzar 'enllag OH, fent que
aquest grup perdés el protd, esdevingués més nucleofil i incrementés I'activitat de la inteina. Aixo
també concordaria en qué com més alta és la temperatura, més elevada és I'activitat d’aquesta ja
que I'enllag OH es troba més desestabilitzat i explicaria el perqué Npu DnaE amb la mutacié C+1S és
activa al incrementar la temperatura, en canvi, no seria suficient perqué fos funcional amb la
mutacié C1S. L'increment de temperatura també ha fet augmentar I'activitat que presenta la inteina
salvatge (Cys a la posicié +1) pero en menor mesura que en el cas del mutant C+1S (taula 4.6
resultats i discussid). EI mateix que s’ha observat en el cas del mutant C+1S, 'augment de
temperatura hauria ajudat a desestabilitzar I'enllag SH de la cadena lateral de la Cys incrementant
lleugerament I'activitat de la inteina salvatge. En aquest cas, I'activitat de la inteina no ha augmentat
de manera tant significativa ja que, a temperatures baixes la inteina ja presenta una molt bona

activitat.

Cal esmentar que un increment de temperatura augmenta la flexibilitat i disminueix la compactacié
en enzims (Feller, 2010) i, a la vegada, una flexibilitat interna d’una proteina és essencial per a la
seva activitat ja que es redueixen les barreres energetiques i es permet un accés més facil al centre
actiu (Daniel et al., 1998; Kokkinidis et al., 2012). El fet que un augment de temperatura augmenti la
flexibilitat i accessibilitat als residus que duen a terme el procés de tall i unié podria contribuir en

I’augment d’activitat en els mutants C+1S.

Globalment, en aquests estudis cinétics s’ha pogut comprovar que una Ser a la posicié 1 o +1
inhibeix I'activitat de la inteina a temperatura ambient. No obstant, un increment de la temperatura
superior a 409C fa que la inteina recuperi la seva activitat quan la Ser es troba en posicidé +1 pero no
quan es troba en posicid 1. Aquest fet ha estat observat tant quan la inteina Npu DnaE es troba
formant part d’una Unica cadena polipeptidica com quan es troba separada en forma de subunitat Iy
i Ic. Els resultats, porten a la conclusié que la Cys 1 és essencial per I'activitat d’aquesta inteina tal i
com s’ha descrit recentment en altres treballs (Shah et al., 2013a). Per altra banda, la Cys +1 malgrat
que també és essencial per el procés de tall i unid, es pot substituir per una Ser si es treballa a
temperatures superiors als 402C encara que amb una velocitat de reaccio lleugerament inferior a la

descrita per a la inteina salvatge.

El fet que un increment de temperatura activi la inteina Npu DnaE amb la mutacié C+1S, fa pensar
gue aquesta inteina podria ser utilitzada en aplicacions biotecnologiques basades en el mecanisme

de tall i unié condicionat per temperatura. A més d’obtenir un mecanisme de tall i unié regulable per
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temperatura, s’elimina, una de les 3 Cys que conté la inteina, disminuint en part, la probabilitat de
que es donin reaccions secundaries no desitjades. Concretament s’eliminaria la Cys+1 que en realitat
es troba a I'exteina (figura 5.3). Aix0 suposaria una avantatge, ja que I'exteina obtinguda a partir
d’aquest mutant de Npu DnaE, no presentaria una Cys sind una Ser, la qual cosa, disminuiria la
reactivitat que podria presentar I'exteina evitant-se reaccions no desitjades o alteracions en el seu
plegament. L’Unic requisit que s’hauria de tenir en compte per utilitzar aquesta inteina en el tall i
unié condicionat per temperatura, és que I'exteina a utilitzar també tingués una bona

termoestabilitat.

Ser+1

(o [a] - [ owame |

Increment de Temperatura

Ser+1
|

Exteina N Exteina C ‘ + ‘ Iy | Ic

Fig. 5.3. Esquema del procés de tall i unio de la variant C+1S on s’observa que la Ser +1 formaria el primer residu

de I'extrem C-terminal de I'exteina al final del procés de tall i unio.

A part d’avaluar la importancia dels residus de la posicié 1 i +1 en el procés de tall i unié de Npu
DnaE, també s’ha realitzat, a la vegada, estudis cinétics dels diferents mutants els quals poden ser
comparats amb altres treballs cinétics. En el nostre cas, s’ha observat un t;, de formacié del
producte de tall i unié que varia bastant en funcié del mutant i de la temperatura. La millor condicid
en el cas del mutant C+1S en cis utilitzant la GFP com a exteina ha sigut una temperatura de 60°C,
mentre que, en el cas del mutant C+1S en trans utilitzant GB1 com a exteina, les millors condicions
es troben a 50 i 602C. Els valors de t;/; han diferit molt segons si la inteina es trobava en trans o en
cis, en el cas de la inteina en cis el valor de t;;, a 602C és de 198.4 minuts, mentre que en el cas de la
inteina en trans, el valor de t;;, a 50 i 602C ronda els 25 minuts. Per tant, el mecanisme de tall i unié
en trans utilitzant la GB1 és 8 vegades més rapid que el mecanisme de tall i unié en cis utilitzant la
GFP com a exteina. Aix0 evidencia la capacitat que té I’exteina de modificar I’activitat d’'una inteina
tal i com s’ha demostrat en altres treballs (Ellila et al., 2011; Shah et al., 2013a). Per altra banda, cal
esmentar que aquestes diferéncies de t;;, poden venir condicionades també a I'estabilitat que
presenta la inteina, ja que quan forma part d’una Unica cadena polipeptidica presenta una major
termoestabilitat que quan es troba en forma de Iy i I associades. Per tant, aquesta major
termoestabilitat que presenta la inteina formant una Unica cadena polipeptidica ha permés que
presentés una millor activitat a 602C respecte als 502C, mentre que aquest augment no s’observa
guan la inteina es troba partida ja que a 602C es troba per sobre del seu valor de Tm i dificultaria la
seva velocitat de reaccid. A més, la termoestabilitat que presenten les exteines unides poden
influenciar de manera significativa en I'activitat de la inteina. Una exteina poc termoestable pot

disminuir I'activitat de la inteina si es troba en condicions de temperatures superiors a la seva Tm. Es
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important remarcar que els valors de t;/, obtinguts sén bastant més elevats als descrits per Muir i
col-laboradors, els quals calculen un t;/; de la Npu DnaE en trans utilitzant SUMO com a exteina de
només 30.9 s a 302C i 18.9 s a 37°C (Shah et al., 2012). Aquestes diferéncies en els valors de t);
correspondrien basicament a que les condicions no eren les mateixes ja que ells treballen amb una
altra exteina, a pH 7,2 i els residus +1+2+3 de la exteina C s6n Cys-Phe-Asn en comptes de Ser-Phe-
Asn. En aquest mateix treball, estudien I’efecte de la mutacié F+2G en la velocitat del mecanisme de
tall i uniéi observen un t;/; que incrementa fins a 70 min a 372C, uns valors ja més aproximats als
descrits en aquest treball per la mutacié C+1S. Cal esmentar que en els assajos cinétics realitzats en
aquest treball amb la inteina en trans amb la Cys en posicié +1, ja s'obtenen uns valors de t;/, d'uns
5-6 minuts, els quals son superiors als descrits al treball de Muir i col-laboradors. Es torna a fer
evident doncs, la importancia que té I'exteina i les condicions de treball en el procés de tall i unié. A
la vegada, aquests valors sén també superiors al t;/, descrit de només 1 minut per I'equip de Mootz i
col-laboradors utilitzant la Npu DnaE en trans a 372C amb head protein D (gdP) com a exteina N i
tioredoxina com a exteina C (Zettler et al., 2009). Una altra vegada, aquestes diferencies, potser no
tant significatives en aquest treball de Mootz i col-laboradors, es deuen a I'exteina unida i també a

les condicions de treball emprades.

Els estudis estructurals duts a terme utilitzant RMN han permés comprovar primerament com les
subunitats Iy i Ic aillades de la inteina Npu DnaE es troben desestructurades i en forma de globul fos
en el cas de la subunitat Iy. Un cas semblant a aquest, es descriu per la inteina Ssp DnaE (Zheng et al.,
2012), una trans inteina de la familia DnaE que presenta una homologia molt elevada amb la Npu
DnaE. En global presenten un 54.7% d’homologia respecte la seqiiencia de la Npu DnaE, tot i que
aquesta homologia ascendeix fins a un 67% si es compara només la subunitat Iy (figura 5.2) (lwai et
al.,, 2006). A més, els aminoacids responsables de la funcid catalitica son idéntics en ambdues
inteines. En el cas de la subunitat Iy, la Ssp DnaE presenta un fragment de 21 residus que no es troba
en la Npu DnaE. Aquests residus pero, no formen part de la zona estructurada de la inteina (Sun et
al., 2005) i poden ser eliminats sense que perdi I'activitat (Ghosh et al., 2001). Per tant, coincidint
amb aquest treball i el realitzat paral-lament al nostre treball sobre la Npu DnaE (Shah et al., 2013b),
es pot concloure que el plegament global de la inteina requereix I'associacié de les subunitats degut
primerament per la complementarietat de carregues i posteriorment d’una sinérgia en el plegament
que indueix de manera sinérgica el co-plegament d’ambudes subunitats per donar lloc a la inteina

sencera.

Una de les qliestions a resoldre és si la subunitat Iy requereix de tota la subunitat Ic per tal de plegar-
se, 0 bé, només amb un fragment d’aquesta ja és suficient pel correcte plegament. En el mecanisme
de captura i col-lapse proposat per Muir i col-laboradors, només amb els 13 primers residus de la
subunitat I, ja és suficient perque es doni un cert plegament global de la inteina (Shah et al., 2013b).

Els 13 primers residus correspondrien a la variant Iyl._sc114 descrita en aquesta tesi doctoral. En el
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nostre cas, aquesta variant continuava presentant una estructura de globul fos tal i com es va
observar també en la subunitat Iy. Malauradament, no es van aconseguir espectres bidimensionals
bons d’aquesta variant. L'obtencié d’espectres bidimensionals de major qualitat, hauria permes
observar segurament, zones estructurades de la variant que no s’haurien observat en el cas de la
subunitat Iy aillada. Aix0 vindria suportat pel fet que en I'espectre monodimensional de Iylc_sc114
malgrat que hi hagi poca dispersid de senyals, si que es veuen alguns senyals que indiquen zones
estructurades. A la vegada, l'espectre de dicroisme circular també indica que hi ha certa
estructuracié encara que menor que per les variants Iylc_sc123 i Iylc_sc131. En les diferents analisis
informatiques realitzades en aquest treball suggereixen que, la variant Iylc_sc114 podria presentar
cert grau d’estructuracié. Per tant, aquesta variant necessitaria ser estudiada en més detall per
acabar de classificar-la com a proteina estructurada o desestructurada i poder veure les diferéncies
que presenta respecte la subunitat Iy aillada. Shah i col-laboradors van descriure un conjunt de
parells ionics en determinats residus de les subunitats Iy i I per tal de comprovar que I'associacio de
les subunitats Iy i Ic es déna en primer lloc per una complementarietat de carregues en la inteina Npu
DnaE. En global, van acabar identificant 4 grups de parells ionics: (E7, K130), (E52, E54, K113), (D85,
E89, R108) i (E61, E91 i K104) (Shah et al., 2011). De tots aquests parells ionics, hi ha involucrats 3
residus que formen part dels primers 13 residus de la subunitat I, concretament sén els residus 104,
108 i 113, per tant, tots els residus que forment part d’aquests parells electronics excepte el 130 i
que es troben en la subunitat I¢, es troben dins dels 13 primers residus. Cada un d’aquests residus
identificats en la subunitat I es troba en un dels parells ionics identificats, per tant, aixd concordaria
amb el fet que només amb els 13 primers residus de la subunitat I, ja és suficient perqué es doni
una correcte complementarietat de carregues per tal de desencadenar un plegament global de la
inteina. Per tant, aquests resultats estarien d’acord amb els que posteriorment el mateix grup de
Shah i col-laboradors proposen amb el model de captura i col-lapse (apartat 1.4.5 de la introduccio)

(Shah et al., 2013b) (figura 5.4).

»
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Fig. 5.4. Estructura tridimensional de Npu DnaE on s’indiquen els parells ionics identificats per Shah i
col-laboradors. En gris s’identifica la part pertanyent a la subunitat |, en vermell els 13 primers residus de la
subunitat I i en blau la resta de residus de la subunitat I.. Cada grup de parells idnics es troba etiquetat en un
color diferent. Dels 4 residus que formen parells ionics identificats en la subunitat I, 3 d’ells es troben en els 13
primers residus d’aquesta subunitat. Concretament son els residus 104, 108 i 113.
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Els estudis preliminars de les variants Iylc_sc123 i Iylc_sc131 per RMN, espectres monodimensionals
de 'H i NOESY posteriorment, concordaven tots en el fet que les dues variants Iylc_sc123 i Iylc_sc131
presentaven un bon grau d’estructuracio i que, a la vegada, la variant Iylc_sc131 presentava un grau
d’estructuracido més elevat que la variant Iylc_sc123. D’aquesta observacio, s’ha pogut concloure que
la subunitat I¢ és essencial pel plegament global de la inteina i que com més part de subunitat I¢ hi

ha, més elevat és en principi el seu grau d’estructuracio global.

Amb I'assignacid dels espectres bidimensionals de 'H s’ha pogut observar, en primer lloc, que les
variants Iylc_sc123 i Iylc_sc131 presenten una estructura secundaria principalment de cadenes B,
tipic de la familia d’inteines DnaE (Duan et al., 1997) i a la vegada, conserven |’estructura secundaria
respecte la inteina sencera Npu DnaE (Oeemig et al., 2009). Malauradament, no s’han pogut assignar
els residus dels extrems N i C terminals i per tant, no s’ha pogut determinar quina estructura
presenten les regions terminals. Aquests resultats juntament amb |’observacié de NOE’s a mitjana i
llarga distancia assignats en les dues variants i la conservacié de I'orientacié de la majoria de les
cadenes B, demostra que les dues variants conserven |'estructura de la inteina sencera i que, una
vegada més, la subunitat I es troba involucrada en el plegament global de la inteina. El fet que la
primera part de la subunitat Ic es trobés involucrada en el plegament global de la inteina, estaria
d’acord amb el model de captura i col-lapse proposat per Muir i col-laboradors en la inteina Npu
DnaE (Shah et al., 2013b). En aquest model, es donaria primer una captura de la subunitat Iy i el
fragment de la subunitat Ic a causa d’una interaccid electrostatica entre les dues regions
desordenades seguit d’unes interaccions hidrofobiques (Schreiber and Fersht, 1996; Shah et al.,
2011) que conduirien a un col-lapse global del complex el qual permetria el plegament global de

cada una de les variants (figura 1.19 de la introduccio).

Per altra banda, cal esmentar que la subunitat I, composada per 36 residus i formada per les
cadenes 11, B12, B13 i B14, s’ha vist en aquest treball que estaria organitzada en dues regions
independents. Per una banda els residus corresponents a les cadenes B11 i 12 i per l'altra els
residus corresponents a $13 i B14. En el cas de B11 ja ha adquirit en les variants Iylc_sc123 i
Inlc_sc131 la mateixa conformacié en quant a estructura secundaria que la de la inteina plegada,
malgrat I'absencia de la resta de residus que formen la subunitat I (313 i 14 en el cas de la variant
Inlc_sc123 i B14 en el cas de la variant Iylc_sc131). Segurament, els residus de B12 (fins el residu 120)
també formin part d’aquesta primera part de la subunitat I, malgrat que en cap d’ambdues variants
s’ha aconseguit assignar cap residu d’aquesta regid. Per altre banda, els residus que formen part de
B13 i B14 si que s’ha observat que tenen una forta dependéncia entre si, ja que en el cas de la
variant Iylc_sc131 que presenta els residus corresponents a B13 pero no de B14, aquesta cadena B
no ha estat observada, molt probablement, a causa de |'abséncia de B14, indicant que impedeix la
formacioé del B-girf (B13-girB14) i fent que aquesta regid es trobi completament desestructurada.

Per tant, sembla com si els residus de B11 i B12 serien els que es trobarien més involucrats en el
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plegament global de la inteina, ja que sén els que interaccionen més amb elements d’estructura
secundaria de la subunitat Iy. Aixd concordaria amb I'estructura tridimensional de Npu DnaE (codi
PDB: 2KEQ) on s’observa que $11 i 12 interaccionen amb B7 i 6, respectivament, que formen part
de la subunitat Iy, mentre que, B13 i 14 interaccionen entre si per adoptar I'esmentada estructura
de B-gir-B fent que sigui una regié més independent de la subunitat Iy. L'estructura de B-gir-p
s’observa també en les dues Ultimes cadenes B de Ssp DnaE (figura 5.5), les quals conformen una

regido més independent de la subunitat Iy (Sun et al., 2005).

Fig. 5.5. Representacio esquematica de I'estructura tridimensional de Npu DnaE (a) i Ssp DnaE (b). En gris es
mostra la subunitat Iy i en blau la subunitat |- exceptuant la regié final de cada una d’elles que és en color
vermell per ressaltar I'estructura de les dues ultimes cadenes B de la regié C-terminal en forma de B-gir-B.

Per tant, en els treballs d’estudi del plegament mitjancant RMN, hauria estat interessant haver
obtingut una millor resolucié en els espectres de les tres variants per haver pogut observar més
diferéncies entre elles. També hauria estat interessant observar les diferéncies de plegament de
cada una de les variants respecte la subunitat Iy i veure, a més, si el plegament és progressiu a
mesura que s’afegeixen més residus de la subunitat Ic o no. Segons els resultats de dicroisme
circular, el grau de plegament de les diferents variants seria aixi, perd no s’ha pogut arribar a aquest
nivell de resolucioé en els espectres de RMN. Malgrat tot, si que s’ha aconseguit demostrar perd que
hi ha una sinérgia de plegament entre la subunitat Iy i Ic pel plegament global de la inteina, tal i com
s’ha descrit també en la inteina Ssp DnaE (Zheng et al., 2012). S’ha observat com els primers residus
de la subunitat Ic ja contribueixen en gran manera al plegament de la inteina. Aixd concordaria
també amb els estudis de Muir i col-laboradors que amb els primers residus de la subunitat I també

observen ja un cert grau de plegament en la inteina (Shah et al., 2013b).

Com a perspectives de futur a aquest treball, seria interessant d’entrada estudiar més a fons els
mutants C1S i C+1S. En primer lloc caldria veure quin efecte podria tenir la introduccié del triplet Trp-
Cys-Thr en I'activitat del mutant C1S. Mitjangant mutagenesi dirigida es podrien introduir aquestes
mutacions i veure si aix0 afecta a I'activitat del mutant. També seria interessant mitjangant RMN
veure si la mutacié C1S pot estar afectant significativament I'estructura de la inteina i que per aquest

motiu es perdi I'activitat en aquest mutant. Aixi es podrien obtenir més coneixements del paper de
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la Cys 1 en el mecanisme de tall i unid de la inteina Npu DnaE. Pel que fa al mutant C+1S seria
interessant per una banda determinar quins efectes tindrien diferents exteines sobre aquesta inteina
mutant en el valor de t;;,. A partir d’aquest mutant, es podria posar a punt alguna técnica de tall i
unié condicionat per temperatura i amb diferents exteines per tal de determinar si el mutant C+1S
de Npu DnaE és un bon candidat a ser utilitzat en aplicacions biotecnologiques. Seria convenient
també avaluar el paper que tindria el mutant C+1T i en cas que la mutacié provoqués uns efectes
semblants als de la mutacié C+1S, es podria avaluar quina de les dues mutacions és més eficient per
tal d’utilitzar els mutants en el camp de la biologia molecular. Totes aquestes mutacions seria
interessant i convenient també estudiar-les mitjangant RMN i veure quins canvis conformacionals
provoquen en la inteina Npu DnaE. Detectar i analitzar els canvis permetria obtenir informacié
essencial per tal d’entendre millor el paper que tenen cada un dels residus en cada una de les etapes

del mecanisme de tall i unio.

Pel que fa a I'estudi del procés associatiu seria interessant, a partir dels coneixements que es tenen i
que s’han obtingut en el treball realitzat, veure amb major detall les diferéncies conformacionals de
cada una de les variants estudiades per tal de tenir un coneixement més exhaustiu de com el
fragment de I¢ es troba involucrat en el plegament global de la inteina. Es podrien realitzar una
analisi de I'estabilitat térmica per tal de veure quins efectes té el fragment Ic en I'estabilitat de la
inteina. Seria convenient veure amb més detall quins sén els residus del fragment de la Ic que son
més essencials en el procés sinergic de plegament i de quina manera aquests residus interaccionen
amb els residus del fragment Iy. La millora del coneixement a nivell molecular de com es produeixen
aquestes interaccions i quins sén els residus responsables, no només permetria una millor
comprensié de tot el procés, sind, una bona base pel disseny i millores de les técniques de
biotecnologia i biologia molecular aue utilitzen inteines. aauesta classe inusual i cada vegada més

util de proteines.
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S’ha posat a punt un protocol d’expressio i purificaci6 de Npu DnaE activa formant una
Unica cadena polipeptidica (cis), per les subunitats Iy i Ic per separat (trans) formant un

complex i de la subunitat |y aillada.

L’estabilitat termica de Npu DnaE activa formant una Unica cadena polieptidica, en forma de
complex Iy-lc i la subunitat Iy aillada, presenta un maxim a pHs lleugerament basics (al
voltant de 8). La millor estabilitat es troba quan la inteina es troba formant una unica
cadena polipeptidica. Per altra banda, la menor estabilitat téermica s’observa per la
subunitat Iy aillada. La correlacié entre estabilitat i pH té també un sentit funcional: els
valors de pH lleugerament basics afavoririen que les Cys 1 i +1 catalitiques es trobessin

parcialment ionitzades i actuessin com a nucleofils, afavorint aixi I'activitat de la inteina.

El replegament de la inteina es veu condicionat per com es troben associades les seves
subunitats. Quan formen una Unica cadena polipeptidica s’observa un millor percentatge de
replegament que no pas quan es troben associades formant un complex. El replegament de
la subunitat Iy aillada és nul. Aquestes observacions estarien d’acord amb un procés

cooperatiu en el plegament d’ambdues subunitats de la inteina per assolir I’estat natiu.

La mutacié C+1S disminueix de manera molt significativa I'activitat de la inteina a
temperatures baixes tant quan es troba en cis com en trans. L’activitat en aquests mutants
es recupera al incrementar la temperatura i millora considerablement a partir dels 402C. En
el cas del mutant C+1S en trans, malgrat presentar un ty, inferior al que s’observa en el cas
de la inteina salvatge, la formacié del producte de tall i unié format a les 24h és el mateix a

50 60°C.

El mutant C1S i el doble mutant C1S-C+1S disminueixen de manera molt significativa
I'activitat de la inteina en trans a temperatures baixes. Aquesta activitat no millora malgrat
s'incrementi la temperatura. Aquests resultats indiquen que la C1 és més critica que no pas
la C+1 en el mecanisme del procés de tall i unié d’aquesta inteina. La mutacié C+1S podria
ser utilitzada en aplicacions basades en el tall i unié condicionat per temperatura, sempre i
qguan I'exteina presentés una bona estabilitat térmica i amb I'avantatge d’eliminar una Cys

en I'exteina Ci per tant en el producte final del tall i unié.

Els resultats del dicroisme circular han mostrat que el plegament global de la inteina esta
relacionat amb la longitud de la Ic unida a la Iy. S’ha observat que la subunitat |y presenta un
nivell molt baix d’estructura secundaria i que aquesta va augmentant a mesura que

s’'incrementa la longitud de subunitat I¢. El dicroisme circular ha permés comprovar també
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que les variants Iylc_sc114, Iylc_sc123 i Iylc_sc131 presenten una estructura secundaria
principalment formada per cadenes B, fet que concorda amb el plegament de la inteina

completa Npu DnaE.

. . 1 \ . .z
Els espectres monodimensionals de "H han permeés fer una primera observacio del grau
d’estructuracio de cada una de les variants. En els espectres obtinguts s’ha observat com la
subunitat Iy i la variant Iylc_sc114 presenten una estructura de globul fos i que, s’adopta una

estructura més estable i ordenada en les variants Iylc_sc123 i Iylc_sc131.

A partir de l'assignacié de NOE’s dels espectres bidimensionals NOESY i el calcul dels
desplagaments quimics del protons s’ha observat que la majoria de residus de les variants
Inlc_sc123 i Iylc_sc131 es troben en elements d’estructura secundaria seguint un patré molt

similar al que presenten els residus en la inteina completa.

La visualitzacio, de tots els NOE’s de mitja i llarga distancia assignats, en models
tridimensionals ha estat essencial per veure quines regions d’aquestes variants eren les més
desestructurades i diferents respecte la inteina completa. Concretament les regions més
desestructurades han estat les que es trobaven més proximes a la regié de la part de la

subunitat Ic absent a cada una de les variants.

Els NOE’s NH-NH i NH-HA han permes determinar I'orientacié de les cadenes 3 de cada una
de les variants i observar que l'orientacio de les cadenes B de cada una de les variants es
conserva respecte a la inteina completa. A més, s’ha pogut veure de manera molt clara, a
cada una de les variants, com es forma la cadena f11 formada per residus de la subunitat .
Aquesta observacié ha permeés concloure que els residus que constitueixen 11 es pleguen

de manera independent a la resta de residus de la subunitat I.

El grau d’estructura observat a Iylc_sc123 i Iylc_sc131 és practicament el mateix. Els residus
que té de més Iylc_scl31 sén els que constitueixen f13 i aquests estableixen de manera
significativa moltes interaccions amb els residus que constitueixen B14 absents en aquesta
variant. Per aquest motiu, els residus de 13 no han pogut formar les interaccions

necessaries i es troben desordenats en lylc_sc131.

Com a conclusio global a aquest treball, s’ha obtingut un millor coneixement de la inteina
Npu DnaE, s’ha comprovat que és una inteina robusta, que presenta una bona
termoestabilitat a pHs lleugerament basics i que les mutacions C+1S i C1S disminueixen de
manera significativa la seva activitat Aquesta disminucié pero, és reversible mitjangant

temperatura en el cas del mutant senzill C+1S. Per altra banda, s’ha pogut corroborar la
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sinergia en el plegament que presenten les subunitats Iy i Ic i com els primers residus de la

subunitat Ic contribueixen de forma critica en el plegament global de Npu DnaE.
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