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INTRODUCCION

1.1. Motores implicados en transferir DNA a través de
membranas biologicas.

El principal grupo de motores moleculares estudiados durante el desarrollo de esta tesis
comprende a proteinas localizadas en la membrana bacteriana cuya funcién es garantizar
la correcta transferencia de DNA a través de ella. Son mdaquinas moleculares
pertenecientes a la superfamilia de motores moleculares RecA/AAA™, cuyos miembros
acoplan la energia obtenida a partir de la hidrolisis de ATP a la produccion de un trabajo
mecanico (J. Wang, 2004). Las proteinas de esta familia, a pesar de no compartir una
homologia de secuencia significativa, presentan una estructura tridimensional similar en
el dominio motor, indicando un origen evolutivo comun (Iyer et al., 2004) (Pena et al.,
2012). Estan involucradas en multitud de funciones bioldgicas diferentes y presentes en
todos los tipos de células, desde procariotas hasta eucariotas (Hwang et al., 2013).
Presentan dos motivos de unioén a nucledtidos trifosfato denominados Walker A y B,
ubicados en la zona de interaccion entre mondmeros adyacentes del hexdmero; una
caracteristica que les permite coordinar la hidrélisis de nucledtidos entre varios
monomeros (Enemark et al., 2008) (Medagli & Onesti, 2013). Es un proceso secuencial
que permite acoplar la energia liberada en la hidrolisis a la produccion de un trabajo
mecanico: plegamiento y desplegamiento de proteinas, transporte de toxinas, transporte
de DNA a través de membranas, empaquetamiento de DNA en virus etc.



Las translocasas de DNA son motores moleculares que acoplan la hidrolisis del ATP a un
movimiento direccional sobre DNA de cadena sencilla o doble. Muchas de estas proteinas
estan ademas asociadas a una actividad helicasa y producen translocacién a la vez que
separacion de cadenas. Entre la familia de proteinas que transloca DNA, cabe destacar un
subgrupo de proteinas capaces de translocar DNA a través de membranas biologicas.
Estas proteinas realizan una actividad esencial en el reparto del DNA entre células, en
procesos tales como la division, esporulacion o la conjugacion bacteriana. Ejemplos de
este tipo de motores son TrwB, una proteina que transloca ssDNA entre bacterias durante
el proceso de la conjugacion (Tato et al., 2005), FtsK, implicada en el proceso de
translocacion del cromosoma bacteriano a la célula hija en el momento de la division
(May et al., 2015) y SpollIE, implicada también en translocar dsDNA y permitir el
correcto reparto cromosomico entre bacterias durante la esporulacion (Burton et al.,
2007). Por ultimo, el motor molecular TraB en el que se ha centrado este trabajo, esta
implicado en conjugacion de bacterias gram positivas del género Streptomyces, pero a
diferencia de otros mecanismos conjugativos basados en sistemas de secrecion tipo 1V,
TraB transloca dsDNA a través de un poro de membrana constituido por la misma
proteina TraB (Thoma et al., 2012) y el proceso solo requiere este motor y la secuencia
plasmidica que se transloca (Thoma et al., 2015). En conjunto, todas estas proteinas
encargadas de translocar DNA a través de membranas bacterianas comparten un origen
filogenético comun, centrado en su dominio motor y cuya funcion es bombear DNA. A
continuacion, presentamos un andlisis mas exhaustivo de cada uno de estos motores
moleculares, asi como de los procesos biologicos de los que son parte esencial.

1.1.1. Motores moleculares implicados en conjugacion bacteriana

La conjugacion es el proceso mediante el cual se transfiere DNA desde una célula
donadora a una célula receptora a través del contacto directo entre ambas (Costa et al.,
2015) (Juhas, 2015). El proceso se extiende entre todo tipo de bacterias, y puede darse
entre especies filogenéticamente muy alejadas (Bhatty et al., 2013). El DNA transferido
(el plasmido), es autonomo y no precisa de la existencia de un fenomeno de
recombinacion ulterior para ser estabilizado en la célula receptora.

La conjugacion es el mecanismo mds habitual por el que se diseminan los genes de
resistencia a antibioticos y, por tanto, conocer su mecanismo es una herramienta eficaz
para atacar este fenomeno en un futuro (Lopatkin et al., 2016) (Cabezon et al., 2015)
(Revilla et al., 2008).



1.1.1.1. Conjugacion Bacteriana a través de un Sistema de Secrecion tipo I'V (T4SS):
TrwB del plasmido R388

En bacterias gram negativas, el canal de secrecion tipo T4SS empleado para conjugar
atraviesa la cobertura bacteriana como un conducto para el paso de sustratos (Durand et
al., 2010) (Gonzalez-Rivera et al., 2016). Existe una gran variabilidad de T4SS, cada uno
de ellos codificado por su propio plasmido conjugativo (Cascales & Christie, 2003)
(Wallden et al., 2010). A pesar de esta diversidad, es posible afirmar que un sistema de
secrecion funcional necesita al menos 11 proteinas, ademas de una proteina acopladora
que conecta el relaxosoma al sistema de secrecion. Estas 12 proteinas pueden clasificarse
en tres grupos. El primero lo constituyen las tres ATPasas citoplasmaticas asociadas a la
membrana interna, VirB4, VirB11 y VirD4 (proteina acopladora). Proporcionan energia
para la transferencia de sustratos y el ensamblaje del sistema (Tato et al., 2005) (Atmakuri,
2004). El segundo grupo esta constituido por las proteinas del propio canal, VirB7, VirB9
y VirB10, ademas de otras asociadas, VirB3, VirB6 y VirB8 que formarian la base del
canal. El tercer grupo, lo constituyen VirB2 y VirB5, encargadas de polimerizar para
formar el pilus anclado a la membrana externa.

La nomenclatura de este sistema adopta de los nombres del sistema modelo, el T4SS de
Agrobacterium tumefaciens (VirB). Sin embrago, en esta tesis hemos utilizado como
sistema modelo el plasmido R388, por lo que nos referiremos a este grupo de proteinas
como TrwA-N.

La conjugacion de R388 comienza cuando las células donadora y receptora establecen
contacto fisico a través de una estructura multiproteica llamada pilus. Entonces, el
relaxosoma, constituido por TrwA y TrwC y el plasmido, emplea a su relaxasa TrwC para
el corte de una de las hebras del dsDNA plasmidico en una region llamada origen de
transferencia (oriT) (Moncalian et al., 1999). De forma simultanea al corte, la relaxasa,
queda covalentemente unida al extremo 5° de la hebra. TrwC, a través de una actividad
helicasa, desenrolla ambas cadenas del plasmido mientras que el complejo relaxasa-DNA
es transferido a la célula receptora a través del T4SS. El DNA de cadena simple que llega
a la célula receptora, es recircularizado y replicado. Posteriormente, la célula receptora
expresa en superficie los determinantes de exclusion de superficie, impidiendo que la
célula receptora inicie otro proceso conjugativo con células que porten el mismo pladsmido.

El plasmido R388 es un plasmido conjugativo del grupo IncW, un grupo de pldsmidos
autotransmisibles de pequefio tamaiio, entre 30 y 30 kb (Fernandez-Lépez et al., 2006).
Este grupo genera un pilus conjugativo rigido y grueso que les habilita para conjugar en
medio s6lido y con un amplio rango de huéspedes.
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Figura I1. Plasmido conjugativo R388. Se detallan las diferentes funciones que
desempeiia el plasmido. Cada grupo de genes involucrados en una misma funcion aparece
representado con un mismo color. Los colores naranja representan los genes involucrados
en el proceso conjugativo. Figura tomada de Ferndndez-Ldpez et al., (2006).

El plasmido R388 posee una region TraW, que supone casi la mitad del tamafio del
plasmido y que codifica los genes responsables de la conjugacion (Fernandez-Lopez et
al., 2006). Esta region se divide en otras 2: la region Dtr y la region Mpf. La region Dtr
comprende el origen de transferencia u ori7T'y codifica las proteinas que forman parte del
relaxosoma: TrwA, TrwB y TrwC.

La region Mpf o PIL, codifica los genes responsables de la formacion del T4SS. Este
grupo de genes al completo son: trwD, trwE, trwF, trwG, trwH, trwl, trwJ, trwK, trwM,
trwL y trwN. Todos estos genes, salvo trwN, estan involucrados en la formacién del canal
de secrecion y el pilus, siendo indispensables para la conjugacion. A pesar de su
importancia, esta region no ha sido objeto de estudio de esta tesis y por tanto, no entraré
en mas detalles en su descripcion. Por el contrario, me centraré en la region Dtr o MOB.

La region Dtr de TraW, posee un tamafio aproximado de 5,2 kb y comprende el oriT y el
operon trwABC. Este operon codifica las proteinas TrwA, o proteina accesoria del
relaxosoma, TrwB, o proteina acopladora, y la proteina relaxasa TrwC. TrwA y TrwC,
constituyen el relaxosoma, responsable del procesamiento del DNA para ser transferido
a través del T4SS. TrwB es la proteina acopladora y bombea el DNA desde la célula
donadora, hasta la receptora.



TrwA es una proteina tetramérica de un tamafio aproximado de 13 kDa constituida por
121 aa (Moncalian et al., 2004). Esta formada por 2 dominios: un dominio N-terminal de
union a DNA, y un dominio C-terminal responsable de interaccionar con TrwB y activar
su actividad ATPasa (Tato et al., 2007). En su dominio N-terminal dispone de una serie
de residuos polares muy conservados. Esta caracteristica es comtin en la familia de
proteinas ribbon-helix-helix a la que pertenece. En su dominio C-terminal, posee una
cremallera de leucinas y ésta parece mediar la interaccion proteina-proteina necesaria para
la oligomerizacion. TrwA reconoce especificamente dos secuencias en el oriT: sbaAd y
sbaB, con una afinidad unas diez veces superior por el sitio sbaA. Es necesaria la union a
ambas, solo asi se obtienen tasas mas altas en las frecuencias de conjugacion. TrwA actua
también como represor transcripcional del operon trwABC, regulando la expresion de las
tres proteinas (Llosa et al., 2007)

TrwC es la proteina relaxasa de R388, responsable de iniciar y terminar el procesamiento
de DNA durante la conjugacion del pladsmido (Grandoso et al., 1994). Esta compuesta por
966 aa, y posee un dominio N-terminal con actividad relaxasa y un dominio C-terminal
con actividad helicasa (Llosa et al., 1996). La presencia de ambos dominios es
imprescindible para que exista conjugacion. El dominio relaxasa produce el corte de
cadena simple en el sitio nic de oriT durante la conjugacion. De forma simultanea al corte,
TrwC queda covalentemente unida al extremo 5’ de la hebra cortada. La estructura
tridimensional del dominio relaxasa ha sido resuelta por cristalografia de rayos X en
complejo con la secuencia de DNA donde se produce el corte (Guasch et al., 2003).

Figura I2. Estructura del dominio relaxasa de TrwC junto al origen de transferencia
de R388 (oriT). En verde, se muestran las hojas beta, en rojo las hélices alfa, y en azul,
el DNA. Figura tomada de Guasch et al., (2003) (pdb: 10SB).
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Los aminoécidos comprendidos desde el 192 hasta el 966 conformarian el dominio
helicasa. Este dominio es responsable de desenrollar la cadena sencilla que va a ser
transferida a la célula receptora, utilizando para ello la energia liberada de la hidrolisis de
ATP. Esta actividad helicasa se lleva a cabo en direccion 5 - 3°. Dispone de 7 motivos
caracteristicos de la familia Rep helicasas, ademas de los motivos Walker A y Walker B,
necesarios para la actividad ATPasa. Esta actividad ATPasa es dependiente de la presencia
de DNA de cadena sencilla, ATP y Mg?". TrwC no es capaz de desenrollar DNA de cadena
doble con extremos romos, es decir, necesita un fragmento de cadena sencilla para
procesar el DNA. La proteina se purifica como un dimero, pero no se descartan otras
formaciones oligoméricas durante el procesado del DNA. TrwC finalmente atraviesa el
T4SS, probablemente de forma desplegada, dado el tamafio del canal de secrecion.

TrwB es la proteina acopladora del T4SS del plasmido R388. Hidroliza ATP (Tato et al.,
2005), obteniendo energia que emplea en el bombeo de DNA desde la célula donadora a
la receptora. Es una proteina basica (pI = 10), de un peso molecular de 56 kDa. Se
estructura en 2 dominios (Gomis-Riith et al., 2001). Por una parte consta de un dominio
N-terminal de unién a membrana constituido por 2 a-hélices; a través de este dominio la
proteina se ancla a la membrana interna bacteriana. Ademas, posee un dominio motor en
el que se encuentran los motivos Walker A y B de union a nucleétidos. TrwB interacttia
con el T4SS y de forma mas especifica con el relaxosoma. Como proteina integral de
membrana, los estudios in vitro presentan una dificultad anadida. Por ello, en esta tesis,
en los ensayos de actividad se ha empleado el dominio globular TrwBAN70, que carece
de los dos segmentos transmembrana.

La estructura de TrwBAN70 fue resuelta por cristalografia de rayos X (Gomis-Riith et al.,
2001)(Figura I3). Muestra una proteina hexamérica, donde cada subunidad presenta los
dos dominios mencionados anteriormente. TrwBAN70 se ensambla como un hexamero
de forma casi esférica, con unas dimensiones de 110 A de diametro y 90 A en el eje
longitudinal. Posee un canal central que podria conectar el citoplasma con el periplasma.
La entrada del canal esta cerrada por un anillo de residuos de asparragina, que reduce el
diametro del canal hasta 8 A en esa region. El resto del canal tiene un didmetro de unos
20 A. En el modelo de translocacién propuesto, TrwB se encargaria de translocar ssDNA
(una de las cadenas del plasmido R388) utilizando para ello la energia derivada de la
hidrolisis de ATP.
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Figura I3. Caracteristicas estructurales de TrwB. En el dibujo superior, estad
representado el diagrama del mondmero de TrwBAN70, donde se sefialan el extremo C-
terminal con un dominio todo o y el dominio de unién a nucledtidos. Las dos figuras
centrales representan la vista superior y lateral del hexdmero de TrwBAN270. Las dos
figuras inferiores, representan la vista lateral del hexdmero de TrwB embebido en la
membrana citoplasmatica. En la figura inferior izquierda ademads aparece representado el
modelado de las hélices transmembrana. Para finalizar, en la figura inferior derecha se
muestra la superficie electrostatica correspondiente a la figura inferior izquierda. Figura
tomada de Gomis-Riith et al., (2001) (pdb: 1E9S).
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La similitud estructural de TrwB con otros motores moleculares bien conocidos tales
como F1-ATPasa o la helicasa del fago T7, sugiere que TrwB actiia bombeando DNA a
través de su canal central gracias a la energia liberada en la hidrolisis de ATP. La actividad
ATPasa es activada en presencia de DNA de cadena sencilla o de cadena doble (Tato et
al., 2005). También puede ser activada en presencia de TrwA (Tato et al., 2007), que se
une especificamente al origen de transferencia del plasmido y, de esta forma, facilita el
ensamblaje de TrwB en torno al DNA. TrwA no solo facilita el ensamblaje de TrwB;
ademas, potencia la actividad ATPasa de TrwB en presencia de DNA, llegando a
multiplicarla unas diez veces (Tato et al., 2007). El sistema TrwA/TrwB, recuerda otros
motores moleculares dependientes de DNA, como el sistema de recombinacion
RuvA/RuvB, que requiere también estructuras de DNA especificas para ensamblarse.
Ensayos previos de retardo en gel indican que TrwBAN70, como proteina de union a
DNA, tiene preferencia por sustratos con estructura secundaria, especialmente por
estructuras del tipo G-quadruplex (Matilla et al., 2010). TrwBAN70 no sélo presenta
preferencia por una estructura G-quadruplex, sino que, ademas, precisa este tipo de
estructuras para hexamerizar (Matilla et al., 2010).

MO ES

5° 3"

Figura I4. Modelo de Interaccion de TrwB con DNA. Se han excluido del modelo a las
hélices a de los dominios N-terminales de TrwB. Las laminas 3 y las hélices a aparecen
coloreadas en azul y rojo respectivamente. EIl DNA se representa en verde, con sus
extremos 5’ y 3’ bien indicados. En este modelo, TrwB se uniria al extremo 5’ del DNA a
través de la interaccion de éste con el canal central de TrwB, el cual solo permitiria la
interaccion con una sola de las hebras del dsDNA, de forma que se excluiria a la hebra 3°.
La separacion de las hebras no tendria por qué llevarse a cabo gracias a TrwB
directamente, esta disociacion podria llevarse a cabo en un paso previo, quizas mediante
la asociacion con la helicasa TrwC. Figura tomada de Tato et al., (2005).
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1.1.1.2. Conjugacion bacteriana en Streptomyces venezuelae: TraB del plasmido
pSVH1

Los estreptomicetos son bacterias gram positivas del suelo. Son grandes productoras de
antibidticos y presentan un sistema conjugativo Unico. Mientras que los procesos
conjugativos clasicos, basados en un T4SS, emplean un sistema multiproteico muy
complejo, Streptomyces emplea una sola proteina (Thoma et al., 2015).

Los plasmidos conjugativos de Streptomyces, s6lo precisan una proteina codificada en
ellos, TraB, que cataliza la transferencia plasmidica desde el donador hasta el recipiente.
TraB, interacta en cis con el locus c/t: una pequeiia region de menos de 200 pb necesaria
también para la conjugacion (Thoma et al., 2012). Esta interaccion se debe a una
secuencia especifica de 8 pb, la secuencia TRS (GACCCGGA) cuya presencia se repite
hasta 9 veces en el locus clt (Muth et al., 2012). La delecién del locus clt, reduce
dréasticamente la frecuencia de conjugacion (Thoma et al., 2012). Tras reconocer el locus
clt, TraB se ensambla al dsDNA vy lo transloca hasta la célula receptora (Reuther et al.,
2006). No se tiene constancia de que los plasmidos de Streptomyces codifiquen para un
sistema de acoplamiento entre células que garantice el contacto. La transferencia
plasmidica ocurre solo en agar solido, durante el crecimiento del micelio vegetativo
(Thoma et al., 2015). El crecimiento expansivo de los extremos de sus hifas con multiples
brazos aumenta la probabilidad de contacto con una célula receptora (Figura 16).

Figura 16. Esquema de conjugacion en Streptomyces venezuelae. Se observa por una
parte micelio vegetativo creciendo expansivamente sin pldsmido. Por otra parte,
destacado en azul, se observa como se transfiere de forma horizontal al plasmido a través
del contacto entre micelios. Figura tomada de Thoma et al., (2015)
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Durante la conjugacion el plasmido debe atravesar las membranas y peptidoglicano tanto
del donador como del receptor. Y esto debe hacerlo a pesar de que s6lo unos pocos
plasmidos de Streptomyces codifican para transglicosilasas liticas. Después de la fusion
de las paredes de peptidoglicano, TraB podria también dirigir la fusion de las membranas
del donador y recipiente. Una proteina de la familia de TraB, SpollIE (proteina de B.
Subtilis que transloca el cromosoma hacia esporas recién formadas), se ha demostrado
experimentalmente que esta implicada en el proceso de fusion de membranas (Yen Shin
et al., 2015). El ensamblaje de TraB como hexamero en torno a la secuencia clt aporta
una estructura en forma de poro en la membrana que facilitaria la translocacion del DNA.

En esta tesis se ha empleado TraB de Streptomyces venezuelae, codificada por el plasmido
pSVHI, cuya secuencia aparece representada a continuacion (Reuther et al., 2006)(Figura
17):

rep

PSVH1
CDS 2 traR
12652 bp
spd40 spdB3
spd198 spd79
Region clt
spdB2

traB

Figura I7. Plasmido pSVH1 de Streptomyces venezuelae. Se ha destacado la secuencia
del gen traB, en azul, y la region plasmidica clt, en purpura.

TraB posee tres dominios: un dominio N-terminal de unién a membrana, un dominio
motor ATPasa de alta homologia con el dominio motor de toda la familia de RecA/AAA+
ATPasas y, por ultimo, un dominio “winged hélix-turn-helix” (WHTH) o dominio y de
reconocimiento de la secuencia GACCCGGA (Vogelmann et al., 2011). Debido a la
dificultad de trabajar con una proteina integral de membrana, en esta tesis se ha construido

un mutante con el dominio N-terminal delecionado, TraBAN270, de un tamano de 56
KDa.
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TraB ademas de presentar similitudes estructurales con TrwB fundamentalmente a nivel
del dominio motor, también lo hace con FtsK (Pena et al., 2012). FtsK es la enzima
responsable del correcto reparto cromosomico durante la divisiébn bacteriana en
Escherichia coli. Reconoce dsDNA de forma direccional y asi bombea el DNA
cromosodmico s6lo en un sentido (Sivanathan et al., 2009). La arquitectura de los dominios
de TraB y FtsK es idéntica. Poseen una region N-terminal de anclaje a la membrana. Esta
region esta implicada en la localizacion y estd conectada al dominio translocasa mediante
una region linker. En TraB se especula que la region linker, sea la responsable de la
hexamerizacion. El dominio C-terminal de TraB es un dominio de tipo wHTH cuya
funcion es similar a la de FtsK. Este dominio ayudaria en el reconocimiento de secuencias
especificas. Ambas proteinas reconocen una secuencia de 8 pb empleando su dominio de
reconocimiento. TraB reconoce la secuencia TRS a través de la helice a3 de su dominio
wHTH. Cambiando cualquiera de los 13 aa de la hélice a3 se modifica la especificidad
de reconocimiento (Vogelmann et al., 2011). En la estructura resuelta del dominio y de
FtsK unida a la secuencia KOPS (Lowe et al., 2008) aparecen so6lo tres dominios y unidos
al DNA. Si la estructura refleja el mecanismo de union al DNA in vivo, aun queda por
responder qué estructura adquieren los tres dominios y restantes del hexamero.

Ademas de las similitudes estructurales, estos motores presentan una serie de semejanzas
funcionales. TraB, al igual que FtsK, transloca dsDNA y, al igual que TrwB, bombea DNA
durante la conjugacion. Las similitudes tanto estructurales como funcionales de TraB
FtsK y TrwB son el producto de un historial filogenético comun (Pefia et al., 2012).
Durante el proceso evolutivo, TraB ha soportado tres adaptaciones basicas con respecto
a FtsK (Sepulveda et al., 2011). La primera es la localizacion, emplazandose en los polos
bacterianos al igual que TrwB (Segura et al., 2014). FtsK lo hace en el septo formado en
la division bacteriana. La segunda es que mientras que TraB reconoce especificamente
una secuencia dentro de una region plasmidica, FtsK reconoce una secuencia, KOPS,
distribuida por todo el cromosoma. La tercera adaptacion estd relacionada con el
momento de su expresion. FtsK se expresa durante el comienzo de la esporulacion, y TraB
durante el crecimiento del micelio vegetativo.

Como se ha mencionado previamente, FtsK reconoce especificamente secuencias de
dsDNA de 8 bases ricas en GC’s denominadas KOPS, (GGG[C/A]JAGGG) y que estan
diseminadas a lo largo de todo el cromosoma (Sivanathan et al., 2006). Al igual que FtsK,
TraB reconoce especificamente un segmento de 8 bases, GACCCGGA, ensamblandose
como un hexamero en torno a ¢él. Una vez ensamblada, TraB comienzaria a bombear DNA.
Esta actividad debe estar acoplada a un proceso de hidrolisis de ATP responsable de
suministrar la energia necesaria para ello (Figura IS8).
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Figura I8. TraB translocando el plaismido pSVH1 durante la conjugacion de
Streptomyces venezuelae. En la figura superior derecha se observa la diseminacion
plasmidica entre 2 hifas distintas. En la figura de la izquierda se observa a TraB,
hexamerizado en torno a pSVH1, bombeando DNA doble cadena a través de la pared
bacteriana. Se observa el consumo de ATP acoplado a la translocacion de DNA de cadena
doble. Figura tomada de Sepulveda et al., (2011).

TraB se une al locus c/t de forma no covalente sin procesar el plasmido. Esto lleva a una
duda logica {Cémo es capaz de translocar una molécula de DNA circular? En el caso de
FtsK, durante la division celular el cromosoma estéd ya dispuesto en el septo, en proceso
de cerrarse, permitiendo al motor ensamblarse en torno a KOPS en cada brazo del
cromosoma. TraB por el contrario debe translocar DNA a través de la membrana intacta
(May et al.,, 2015). La translocacion de una molécula de DNA circular en estas
condiciones es muy improbable, por lo que se postula la interaccion con otras proteinas,
topoisomerasas, como sucede con FtsK, que interactiia con la topoisomerasa IV. Otra
posibilidad consistiria en la fusion de dos hexdmeros de TraB, como en el modelo descrito
para la transferencia del cromosoma durante la esporulacion en B. subtilis (Sepulveda et
al., 2011).

1.1.2. Motores moleculares implicados en division bacteriana: FtsK

FtsK es s una proteina de translocacion involucrada en la segregaciéon cromosdmica
durante la division bacteriana (Keller et al., 2016).
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El cromosoma de E. coli esta polarizado, siendo ésta la forma de organizar espacialmente
al cromosoma durante la replicacion. Una estructura esta polarizada cuando sus 2
margenes opuestos estan bien diferenciados. En un margen del cromosoma de E. coli
aparece ubicado el origen de replicacion, oriC, desde donde comienza a replicar el
cromosoma de forma bidireccional. Exactamente en el margen opuesto se haya dispuesto
el sitio 7er, que marca el final de la replicacion y posee en su secuencia los sitios dif. A lo
largo del cromosoma se encuentran unas secuencias de 8 pb llamadas KOPS,
GGG[C/A]JAGGG (Sivanathan et al., 2006). Se hallan siempre sobre la hebra lider,
orientadas en direccion 5°- 3°, desde el oriC hasta los sitios dif. Ademas, la concentracion
de secuencias KOPS aumenta a medida que se aproxima el sitio 7er pudiendo hablar de
un gradiente de densidad de KOPS. Gracias a esta forma de organizacion, FtsK es capaz
de bombear dsDNA en una soéla direccion. FtsK bombea dsDNA mientras encuentra
secuencias KOPS orientadas correctamente. De esta forma, se reparte el DNA
cromosOmico correctamente entre ambas células en division (Sivanathan et al., 2009).

Secuencias KOPS

\

Ter

OriC (dif)

Figura 19. Representacion del cromosoma de Escherichia coli polarizado. Se observa
sobre el cromosoma al sitio OriC, y en el margen opuesto, el sitio 7er. Ademas, se detallan
en rojo las secuencias KOPS sobre la hebra lider.

FtsK emplea la secuencia KOPS como punto de carga. Sin su presencia, el motor puede
ensamblarse pero el producto final del proceso serd probablemente una segregacion
cromosomica anomala. FtsK une DNA de forma mas eficientemente en presencia de
KOPS en la orientacion adecuada (Lowe et al., 2008). La enzima une con mayor afinidad
una secuencia que se denomin6 t-KOPS 6 triple KOPS, consistente en tres secuencias
KOPS solapadas, GGG[C/AJAGGG[C/A]JGGG[C/A]GGG. El empleo de t-KOPS supone
un aumento en la eficacia del proceso de recombinacion (Sivanathan et al., 2006). En el
cromosoma de E. coli no existe una secuencia t-KOPS. Aparecen secuencias muy
similares a t-KOPS en las proximidades de Ter, cuando la concentracion de KOPS
aumenta. t-KOPS es un candidato perfecto para formar estructura G-quadruplex
intramolecular. S6lo basta con comparar la secuencia consenso G-quadruplex [G3-7)N(i-
7nGa-nN1-nGE-nNa-nGa-n] con t-KOPS [GGG[C/AJAGGG[C/A]JGGG[C/A]GGG]. Es
posible que estas estructuras de DNA estén presentes en el mecanismo de accion de estos
motores moleculares.
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Si durante la replicacion no ha existido recombinacion homologa, el producto de la misma
seran dos cromosomas idénticos. Por el contrario, si durante el proceso de replicacion ha
habido replicacion homologa, aparecerd una estructura de dimero cromosémico (Figura
110). Por pseudo-difusion simple, encontraremos al dimero desorganizado espacialmente.
FtsK debe reorganizarlo espacialmente para ser procesado y resuelto en dos cromosomas
idénticos. Estos dos fendmenos pueden observarse a continuacion, en la Figura 110:

Recombinacién Continda la Desorganizacion

replicacion espacial del
dimero
> > >

Replicacion sin recombinacion
© ', @
Figura 110. Proceso de replicacion cromosomica de E. coli. La replicacion puede
adoptar dos vias. La primera esté4 representada por la flecha vertical hacia abajo. En ella
no hay recombinacion y el producto son dos cromosomas idénticos. La segunda

posibilidad sucede cuando existe recombinacion durante la replicacion. En este caso se
genera un dimero cromosomico. Figura tomada de Ghosh et al., (2006).

Segun el mecanismo propuesto para FtsK, en el momento de la division, cuando se esta
formando el septo, FtsK se dispone en ¢l. FtsK se ensambla como un hexdmero en torno
a KOPS en la orientacion adecuada. Ensamblarse en la orientacion adecuada permite el
bombeo direccional hacia el sitio 7er. Una vez ensamblada sobre el DNA, FtsK bombea
DNA doble cadena hasta llegar a la region 7er. Una vez dispuestos el DNA, 7er y FtsK
en el septo, las enzimas resolvasas XerC y XerD interactuan con FtsK. En este momento,
se forma en el septo un complejo tetravalente de DNA, FtsK y XerCD. Al ocluirse el
septo, el espacio se reduce y el encuentro entre dos complejos tetravalentes activa la
resolvasa XerCD (May et al., 2015). De esta forma se resuelve el dimero cromosoémico,
dando lugar a dos cromosomas idénticos (Figura I11).
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Figura I11. Resolucion del dimero cromosémico. En el Panel A se observa a FtsK
bombeando DNA en direccion 5’- 3° hacia Ter. En el Panel B, aparecen Ter Y FtsK
dispuestos en el septo. El panel C representa como interactia FtsK con XerC y XerD para
dar lugar a un complejo tetravalente. Finalmente, en el Panel D, aparece representado
cémo dos complejos tetravalentes convergen y activan a XerCD de modo que es resuelto
el dimero cromosdmico y da lugar a dos cromosomas idénticos.

La presencia de FtsK se extiende a casi todas las bacterias. Es una proteina multi-dominio,
con varias funciones diferentes durante el fenomeno de divisioén celular (May et al.,
2015)(Keller et al., 2016). Tal y como se ha explicado en secciones anteriores, al igual
que TraB posee 3 dominios: un dominio N-terminal transmembrana que convierte a la
proteina en una enzima integral de membrana, un dominio motor (Figura 112) de alta
homologia estructural con los dominios motores de TraB y TrwB (Pena et al,
2012)(Sepulveda et al., 2011) y, por ultimo, dispone de un dominio y en el extremo C-
terminal .

KOPS
GGGCAGGG
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Figura 112. Dominio motor y dominio y de FtsK. El panel A muestra una vista lateral
del hexamero de dominios motores de FtsK. Cada mondmero aparece representado con
un color diferente (pdb: 2IUU). En el panel B se muestra una composicion de la estructura
del dominio y, con tres subunidades unidas a DNA de doble cadena (pdb 2VE9) sobre la
que se ha superpuesto la estructura del dominio motor. E1 dsDNA del panel B, como se
indica en la figura, esta disefiado con la secuencia KOPS. Figuras tomadas de Lowe et al.,
(2008).

1.1.3. Motores moleculares implicados en esporulacion: SpollIE

Como respuesta a la falta de nutrientes en el medio, Bacillus subtilis desarrolla una ruta
metabolica que deriva en la formacion de esporas, un tipo de célula capaz de resistir al
estrés (Piggot et al., 2004). Al esporular, el septo divide de forma asimétrica a la célula
madre, dando lugar a una célula larga (célula madre) y una pequefia (preespora). Al
principio, ambas células descansan la una junto a la otra pero poco después de la division
polar las membranas de la célula madre migran en torno a la preespora generando una
célula dentro de otra célula. Una vez que la espora estd madura se libera al medio
mediante la lisis de la célula madre (Marquis et al., 2008).

Como sucede en la division bacteriana, el septo va cerrandose en torno al cromosoma y
se necesita la implicacion de un motor con actividad ATPasa que transloque hacia la
preespora el DNA que todavia no se ha segregado. Esta proteina es SpolllE (Errington et
al., 2001) (Figura I13). Sin la contribucion de SpollIE s6lo el 30 % del cromosoma de la
preespora quedaria en su compartimento. Esto dejaria un 70% del cromosoma en el
compartimento de la célula madre.

RGSED

Pre-esporg

© SpolllE

® Origen de

replicacion

Figura I13. Representacion de la esporulacion en Bacillus subtilis mediada por
SpollIE. SpolllE bombea el cromosoma hacia la preespora a través del septo bacteriano.
Figura tomada de Cattoni et al., (2014).
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En la estructura de SpollIE se distinguen tres regiones (Cattoni et al., 2014). Primero, un
dominio N-terminal transmembrana compuesto por 4 subdominios. Este dominio es
necesario y suficiente para que SpollIE se ubique en el septo ( Errington et al., 1997). En
segundo lugar, una region linker pobremente conservada y poco estructurada. SpolllE
interactua con otras proteinas implicadas en la esporulacion gracias a esta region. Y por
ultimo, un dominio C-terminal responsable de translocar dSDNA. Este dominio incluye
el dominio motor y el dominio y. Este dominio y es similar al dominio y de FtsK y TraB
y esta implicado en la union al DNA, interactuando especificamente con secuencias de 8
pares de bases dispuestas a lo largo del cromosoma de B subtilis (secuencias SRS, SpolllE
recognition sequence, GAGAAGGG). De esta forma, el motor es capaz de orientarse en
la direccion adecuada sobre el DNA (Bose et al., 2016). Las secuencias SRS, del mismo
modo que las secuencias KOPS y TRS reconocidas por FtsK y TraB respectivamente,
poseen una longitud de 8 bases y son ricas en GC’s, con grupos de 3 o més guaninas
seguidas.

Region Dominio
Linker Motor

Dominio
Transmembrana

N-terminal

Figura 114. Representacion de la estructura de SpolllIE. En la Figura se representa el
dominio N-terminal de unién a membrana con sus 4 subdominios transmembrana
dibujados en color naranja. A continuacion se observa la region linker y, por ultimo,
representado en color verde, se observa el dominio motor dividido en sus 2 subdominios
o,P3, y el dominio y en el extremo C-terminal del motor. Figura tomada de Cattoni et al.,
(2014)

SpolllE se organiza como un hexamero (10 nm de diametro) (Cattoni et al., 2014),
translocando dsDNA a través de su canal central (2,5 nm de diametro) de forma
direccional. De esta forma, la translocacion se produce en un unico sentido, hacia la
preespora. Es probable que al menos 2 complejos hexaméricos de SpollIE se coordinen
para transferir el DNA, ya que ambos brazos del cromosoma se transfieren de forma
simultanea. E1 modelo mas aceptado propone que SpollIE transfiere el DNA a través de
las dos membranas del septo antes de finalizar la citocinesis (Burton et al., 2007).
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1.2. Motores moleculares implicados en la resolucion de
estructuras G-quadruplex en el DNA

1.2.1. Estructuras G-quadruplex

El DNA G-quadruplex es una estructura secundaria del DNA en la que cuatro hebras se
disponen en paralelo. Tiende a aparecer en regiones donde su secuencia es rica en
guaninas. Para su formacion, el DNA debe replegarse sobre si mismo y de esta forma 4
segmentos de una misma hebra se disponen en paralelo gracias a la interaccion entre sus
guaninas (Stegle et al., 2009).

Las cuatro hebras de DNA (con 3 0 més guaninas consecutivas por cada hebra), dispuestas
en paralelo, se estabilizan gracias a la formacion de puentes de hidrégeno entre 4 guaninas
contiguas. Las 4 guaninas pueden contemplarse como los vértices de un plano, y entre
dos de estos planos se dispone un cation preferentemente monovalente que contribuye a
estabilizar la estructura (Figura I15). Este ion suele ser K™ o Na".

Figura I15. Estructura de un G-quadruplex procedente de telomero humano. La
estructura consta de 4 segmentos de una misma hebra de DNA y dos iones potasio
dispuestos entre ellas. Figura tomada de Burge et al., (2006) (pdb: 2KGU).

No todos los cationes contribuyen a estabilizar la estructura G4 con la misma efectividad.

Estudios previos han demostrado la eficiencia de diferentes cationes, obteniéndose el
mejor rendimiento mediante el empleo de K" y Na* (Smargiasso et al., 2008).
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K™>Na"™>Rb"™>NH4>Cs*"™> Lt*

Figura 116. 4 Guaninas formando puentes de hidrogeno de un G-quadruplex
estabilizado mediante un cation K*. En el margen superior de la imagen se observan 4
guaninas formando puentes de hidrogeno y un ion potasio dispuesto en el medio. En el
margen inferior de la figura se observan diferentes cationes, dispuestos por orden de
eficacia en el rendimiento de formacién de G4. Figura tomada de Bugaut &
Balasubramanian, (2012).

El estudio de diversos genomas ha revelado infinidad de potenciales secuencias G-
quadruplex y, su localizacion, lejos de ser aleatoria, se correlaciona con regiones
importantes de regulacion génica (Todd et al., 2005).

En el genoma humano empezaron detectandose 370.000 potenciales estructuras G4
mediante métodos bioinformaticas. Actualmente, son hasta 710.000 (Chambers et al.,
2015)(Huppert et al., 2005). Habitualmente se localizan cerca de origenes de replicacion;
de hecho, la mayoria de los 250.000 origenes de replicacion humanos poseen secuencias
potenciales G4 (Todd etl al., 2005). También estan presentes en la region promotora de
numerosos genes, interviniendo en la regulacion de su transcripcion (Huppert et al.,
2007)(Figura 117). Ejemplos de estos genes son la -globina aviar, la ubiquitina-ligasa
RFP2 humana y proto-oncogenes, tales como c-MYC, bcl-2, VeGF, H-ras o N-ras etc.
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Figura 17. Modelo de formacion de un G-quadruplex cerca de un promotor. En este
modelo, cuando la region promotora adopta estructura G4 se suprime la transcripcion del
gen. Figura tomada de Bugaut & Balasubramanian, (2012).

Ademéas de estar presente en el origen de replicacion o en la region promotora de multitud
genes, el G4 DNA desempefia un papel importante a nivel estructural en los telémeros
(Xu et al., 2008). Las secuencias teloméricas consisten en la repeticion de la secuencia
d(GGGTTA) un elevado indeterminado de veces. La repeticion consecutiva de dicha
secuencia cumple con la secuencia consenso de formacion de G4. De hecho, la formacion
de un G4 inmerso en la secuencia del teldmero favorece la estructuracion del G4 siguiente
y asi sucesivamente. De ahi que la estructura del telomero en condiciones fisioldgicas se
encuentre en forma de muchos G-quadruplex consecutivos. Dicha estructura ha sido
descrita como inhibidora de la enzima telomerasa, responsable del mantenimiento de la
longitud de los telomeros. Esto tiene importantes aplicaciones en el disefio y
descubrimiento de farmacos, por sus implicaciones en cancer y envejecimiento celular.
La presencia de estas estructuras no es exclusiva del DNA nuclear, también se encuentran
dentro del DNA mitocondrial humano (Bharti et al., 2014).

Los algoritmos bio-informaticos empleados detectan potenciales G-quadruplex gracias al
empleo de la secuencia G3.7)N1-7G3-7)N1-7Gia-nNa-7 Gi-7) (Kikin et al., 2006), que
implica un minimo de tres guaninas contiguas y al menos cuatro repeticiones de este
motivo para poder formar la estructura. Estos programas son capaces de rastrear esta
secuencia por todo el genoma. El tipo de G4 DNA intramolecular formado depende del
nimero de guaninas repetidas, la longitud de los loops que interconectan las guaninas vy,
ademas, del cation que esté presente en el G4 (Smargiasso et al., 2008). De esta forma,
cuando el cation presente es K* y el tamafio del loop tiende a 1 base, el DNA tiende a
estructurarse como un G4 paralelo. Un G4 paralelo es aquel en el que el sentido de todas
sus hebras es el mismo. Por otro lado, cuando el tamatfio del loop es grande, por ejemplo
de 7 bases, y el cation presente es Na*, el G4 tiende a ser antiparalelo. Un G4 antiparalelo
es aquel en el que el sentido de dos hebras adyacentes es distinto.

La secuencia G3-7N1-7G3-7)N1-7G3-7)N@1-7G-7) es una buena herramienta tanto para el
rastreo de DNA como para disefar oligonucleotidos que formen G4 intramolecular in
vitro (Stegle et al., 2009). La estructura G-quadruplex intermolecular, a diferencia de la
estructura intramolecular, esta formada por cuatro hebras de DNA. Para su formacion se
emplean oligonucleétidos de cadena corta con la secuencia consenso NmGi+)Nm), €s
decir, oligonucleo6tidos de DNA con 3 0 més de 3 guaninas seguidas. La diferencia es que,
en este caso, la presencia de un tnico motivo GGG es suficiente, ya que permite la union
de 4 oligonucleotidos que porten esta secuencia. A diferencia del G-quadruplex
intramolecular, la estructura G4 intermolecular es estable, y el rendimiento de formacion
es proximo al 100 %. Por el contrario, la formacién de G4 intramolecular in vitro no es
sencilla. La existencia del G4 intramolecular convive con otras estructuras en un
equilibrio cinético muy sensible dependiente de muchos factores; entre ellos temperatura,
pH, concentracion y tipo de sal. Por tanto, en muchos casos el rendimiento de formacioén
es bajo y se encuentran conviviendo en disolucién mas de una especie de DNA. Por este
motivo, ante estas complicaciones, hemos empleado el G-quadruplex intermolecular
como modelo de estudio en esta tesis.
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Es posible inducir y estabilizar la estructura G-quadruplex mediante proteinas y algunos
ligandos. De hecho, existen proteinas que interactian con el G4 DNA para realizar
funciones de indole diversa. Algunas se encargan de disociar la estructura cuando es
preciso, como es el caso de las helicasas de la familia RecQ (ver seccion 1.2.4.).

La estructura G-quadruplex estd involucrada en tantos procesos biologicos que su estudio
es de vital importancia. Deben descubrirse las condiciones y mecanismos implicados en
su formacion, mantenimiento y resoluciéon. Es la via para encontrar en un futuro
herramientas que permitan interferir en todos esos procesos. Esta tesis persigue ahondar
en el conocimiento de motores moleculares esenciales en diferentes procesos bioldgicos
que utilizan este tipo de estructuras G-quadruplex para unirse al DNA.

1.2.2. I-motifs

El DNA i-motif es un tipo especial de estructura quadruplex constituida por 4 hebras de
DNA ricas en citosinas dispuestas en paralelo (Kendrick et al., 2010). En la actualidad,
se sabe que el DNA puede adoptar muchas estructuras secundarias alternativas al DNA
doble cadena, como las estructuras triplex, o G-quadruplex. Como hemos mencionado,
las secuencias con potencial para estructurarse como un G4 estan muy presentes en
telomeros y en regiones promotoras de genes y alli donde hay una secuencia rica en
guaninas hay una secuencia complementaria rica en cisteinas. Estas secuencias pueden
formar también estructuras quadruplex conocidas como i-motifs (Day et al., 2014)(Figura
I18), pero se conocen mucho menos. Esto es debido a que su prevalencia in vivo es menor
y, del mismo modo, también es menor su potencial para actuar como diana de agentes
quimicos para modular procesos biologicos.

G-quadruplex

A\'ZAN \ZA\"ZA\

i-motif u U

Figura I18. Hebras de dsDNA estructuradas como G-quadruplex e i-motif. Molécula
de dsDNA abierta dando lugar a dos subestructuras de DNA secundarias, la superior, un
G-quadruplex, y la inferior, un i-motif. Figura tomada de Brooks et al., (2010).

26



En 1993, Gehring, Leroy y Gueron revelaron que algunas secuencias ricas en citosinas
bajo un pH acido eran capaces de formar una estructura de 4 hebras paralelas de DNA
(Gehring et al., 1993), estabilizada gracias a la formacion de puentes de hidrogeno entre
citosinas. Fueron ellos quienes bautizaron la estructura como i-motif. Gracias a
variaciones en el pH podian revertir la estructura, lo que segtin ellos conferia al i-motif
posibles aplicaciones en nanotecnologia. Por ejemplo, se podrian ensamblar
nanomaquinas para que funcionaran como operadores logicos, o como sensores de pH en
células vivas.

Los primeros ensayos para el estudio del i-motif se llevaron a cabo sobre la secuencia
sintética TCCCCC. Las secuencias se asociaban y estabilizaban para formar un
quadruplex intermolecular (Day et al., 2014) (figura 119). A pesar de que la formacion de
puentes de hidrogeno entre citosinas estaba descrita, su aplicacion para formar estructuras
de DNA complejas de tipo quadruplex era novedosa.

También se disefiaron secuencias con potencial para formar i-motif intramolecular, y
ofrecer un modelo de estudio de los i-motif del medio biolégico. Los enlaces entre
cisteinas de dos hebras se intercalaban a través de los enlaces entre cisteinas de otras dos
hebras en una curiosa estructura quadruplex (Figura 119). Estos enlaces eran capaces de
revertirse in vitro y volverse a reorganizar entre dos hebras diferentes. Se trataba, por lo
tanto, de una estructura bastante versatil pero menos estable.

Figura 1I19. i-motif intramolecular formado a partir de la secuencia
CCCTAACCCTAACCCUAACCCT. A la 1izquierda se puede observar la
reconstruccion tridimensional de la molécula. A la derecha, se observa un esquema que
refleja las interacciones entre guaninas. Figura tomada de Day et al., (2014) (pdb: 1el2).

Esta tesis se ha centrado en la estructura G-quadruplex pero no se puede obviar la

posibilidad de también surjan estas estructuras. El i-motif estd potencialmente presente
cada vez que aparece un G-quadruplex en el medio biologico.

27



1.2.3. Secuencias potencialmente capaces de formar estructuras G-
quadruplex y programas de prediccion de estructura

Las herramientas bioinformaticas encargadas de la prediccion de estructura G-
quadrupplex suelen consistir en servidores que generan informacion detallada acerca de
la composicion y distribucion de posibles motivos de DNA G-quadruplex a partir de
secuencias suministradas por el usuario o presentes en el NCBI. Tal y como se ha
explicado en la seccidon anterior, sus algoritmos de blsqueda y andlisis emplean la
secuencia G3-7N1-7G3-7nN1-7Gie-7)Na-7Gi-7) para identificar posibles secuencias G-
quadruplex asi como para analizar el potencial de éstas para estructurarse.

El programa empleado en esta tesis, QGRS (Quadruplex G-rich Sequence) es capaz de
predecir la capacidad que tiene una secuencia de nucleétidos para formar estructuras G-
quadruplex (Kikin et al., 2006). El usuario puede definir el nimero minimo de tétradas,
la longitud maxima del motivo G-quadruplex, asi como el tamafio y composicion de los
loops entre tétradas. El analisis se realiza a partir del archivo en formato FASTA. Este
método puede ser empleado para el andlisis de secuencias gendmicas, regiones
promotoras o teloméricas, asi como para secuencias de RNA. También es util para
predecir la capacidad de un oligonucleodtido para estructurarse como un G-quadruplex.
De forma alternativa, el programa presenta opciones para realizar busquedas sobre NCBI,
RefSeq y GenBank para analizar secuencias depositadas, asi como el RNA transcrito que
pueda derivarse de ellas. Es una herramienta muy potente para estudiar la relevancia de
la estructura G-quadruplex en la regulacion de la expresion génica.

Tal y como se ha explicado, el programa predice potenciales G4 DNAs mediante el
siguiente motivo;

GxNy] GxNy2 GxNyS Gx

En esta secuencia, el valor x representa el nimero de guaninas presentes en la tétrada.
Los codigos y1, y2 e y3 representan la longitud de los loops entre tétradas. La secuencia
debe contener al menos dos guaninas para cada tétrada, considerandose que 3 o mas
ofrece mayor estabilidad a la estructura. QGRS considera que secuencias mayores de 30
nucledtidos no deben tenerse en cuenta pero ofrece la posibilidad de estudiar secuencias
hasta una longitud de 45 bases. También debe tenerse en cuenta que loops de una longitud
superior a 6 nucleotidos harian improbable la estructuracién de una secuencia como un
G-quadruplex, siendo 6ptimo un tamano de 1-4 nucleotidos.

El programa ofrece una herramienta para evaluar la probabilidad de que un potencial G-
quadruplex encontrado adopte estructura. Esta herramienta se llama G-score, y su
puntuacion sera mayor cuando los loops sean pequeios y tiendan a ser de igual tamafio y
cuanto mayor sea el nimero de tétradas seguidas.
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1.2.4. RecQ: un motor molecular que resuelve estructuras G-quadruplex

RecQ es el miembro mas representativo en bacterias de la familia de las proteinas RecQ
helicasas, presentes tanto en procariotas como en eucariotas (Qin et al., 2014). Estas
helicasas comparten un dominio motor y los motivos Walker A y B, que les confieren la
habilidad de unir e hidrolizar ATP. Entre los miembros més estudiados de esta familia de
helicasas se encuentran las proteinas RecQ de E. coli (Harami et al., 2015), Sgslp de
Saccharomyces cerevisiae (Huber et al., 2002), Rqghl de Schizosaccharomyces pombe
(Osman et al., 2016) y las enzimas humanas BLM (Tangeman et al., 2016), WRN
(Goddard et al., 1996) y RECQL4 (W. Jin et al., 2008). La familia de las helicasas RecQ
posee un gran interés debido a la importancia en el mantenimiento de la estabilidad
gendmica. En humanos, la ausencia de actividad de la helicasa BLM provoca el sindrome
de Bloom, una enfermedad genética caracterizada por unos niveles elevados de
intercambio entre cromatidas hermanas e inicio temprano de procesos malignos derivados
de inestabilidad genémica (Ellis et al., 1995). Deficiencias en la actividad de WRN
provoca el sindrome de Werner, una enfermedad caracterizada por deleciones y
translocaciones cromosomicas que derivan en un envejecimiento prematuro (Yu et al.,
1996). Las deficiencias en RECQLA4 se han relacionado con el sindrome de Rothomund-
Thomson (W. Jin et al., 2008), caracterizado por mosaicismo cromosomico, desarrollo de
osteosarcomas y otros sintomas que incluyen la telangiectasia. Las cepas de
Saccharomyces cerevisiae que portan mutaciones en Sgsl aumentan su recombinacion
mitotica, segregacion cromosomica deficiente, reducen su capacidad proliferativa y
acumulan circulos de rDNA extracromosomico, un rasgo que en humanos deficientes para
WRN provoca ademas envejecimiento prematuro (Sinclair et al., 1997). Esta familia de
helicasas se encarga de forma primordial de resolver estructuras de DNA como el G-
quadruplex. Para ello, presentan un dominio de unién a G4 DNA y una afinidad muy alta
por este tipo de estructuras (Huber et al., 2006). Este Gltimo rasgo presente en esta familia
de proteinas nos llevo al estudio de la proteina RecQ de E. coli; el miembro mas
representativo y estudiado de la familia de helicasas RecQ.

En RecQ de E. coli se diferencian dos regiones: la region N-terminal de 59 kDa y la
region C-terminal, mas pequena, de unos 9 kDa (Bernstein et al., 2003). La region N-
terminal posee actividad helicasa y ATPasa. Es la region catalitica e incluye los dominios
helicasa y RecQ-Ct (RecQ-conserved). La region C-terminal, por otro lado, estd
relacionada con la capacidad asociativa de la proteina al DNA e incluye el dominio HRDC
(Helicase-and-RNaseD-C-terminal).
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Figura 120. Diagrama esquematico y estructura de RecQ. Los diferentes dominios de
RecQ se han representado en diferentes colores cuya descripcion se detalla en el margen
izquierdo de la figura. Se muestra al dominio helicasa con 2 subdominios coloreados en
rojo y azul, al deminio RecQ-Ct con sus dos subdminios coloreados en amarillo y verde
y finalmente, el dominio HRDC en blanco. Figura tomada de Bernstein et al., (2003) (pdb:
1OYW).

El dominio responsable de interaccionar con estructuras no canonicas es la region RecQ-
Ct (Bernstein et al., 2003). Esta region est4 bien conservada y une de forma auténoma y
con muchisima afinidad la estructura G-quadruplex. El dominio HRDC, representado en
la figura 120 en color blanco, une preferentemente Holliday junctions y ssDNA. HRDC
también une en ocasiones horquillas de DNA y G-quadruplex pero de forma no
comparable a RecQ-ct.

Una vez que RecQ se une al DNA, transloca ssDNA mediante la obtencion de energia
procedente de la hidrdlisis de ATP. RecQ transloca y resuelve DNA estructurado capaz de
afectar a la integridad genomica. El dominio HRDC no sélo estd involucrado en la
interaccion de RecQ con el DNA, ademads, modula la translocacion del DNA y la actividad
ATPasa asociada, inhibiéndola en presencia de ssDNA no estructurado o dsDNA,
evitando asi el gasto innecesario de energia (Harami et al., 2015).

La resolucion del G4 DNA en esta familia de enzimas esta bien caracterizada (Mendoza
et al., 2016). Requiere fundamentalmente la interaccion entre el DNA estructurado y el
dominio RecQ-Ct .Es un proceso que requiere ATP y que avanza en direccion 3’- 5’ para
desnaturalizar el G4 DNA. Este fendmeno se estudid sobre sustratos G-quadruplex
intermoleculares y sobre algunos de los sustratos biologicos de esta familia de enzimas
capaces de estructurarse como DNA G-quadruplex intramolecular (Liu et al., 2010)(Q.
Wang et al., 2011). En esta tesis, se ha caracterizado la actividad ATPasa de esta enzima
frente a sustratos de DNA G-quadruplex, comparandola con otros sustratos: ssDNA y
dsDNA.
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OBJETIVOS

1. Caracterizacion bioquimica de TraB.

2. Caracterizacion estructural de TraB.

3. Anadlisis comparativo de la actividad de TraB frente a otros motores moleculares
implicados en translocar DNA.

4. Estructuras G-quadruplex y su implicaciéon en motores moleculares que translocan
DNA
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MATERIALES Y METODOS

3.1. Cepas bacterianas.

Tabla M1. Cepas de E. coli utilizadas en esta tesis.

Cepa Genotipo Referencia
(Miroux & Walker,
C41 F dcm ompT hsdS (rs” mg’) gal I(DE3) 1996)
Nx" supE44 DlacU169 hsdR17 recAl endAl gyrA96
DH5a thi -1 relAl (Grant et al., 1990)
D1210 Sm' recA hspR hsdM rpsl lag19 (Sandler & Clark, 1990)
(de la Cruz & Grinsted,
uB1637 SM'F lys his trp rpsL recA 56 1982)
3.2. Plasmidos.

Tabla M2. Plasmidos empleados en esta tesis.

Plasmido Descripcion Fenotipo Referencia
pET28a Vector de Expresion Km', Rep (pMB8) (Y. Jinetal., 2002)
pPMEC17 pET28a::TraBAN270 Km', Rep (pMB8) Este trabajo
PMEC19  pET28a::TraBAN270AC79 Km', Rep (pMB8) Este trabajo
pSU1547 PET22::TrwA Ap',Rep(pMB8)  (Moncalian et al., 2004)
pSU4637 pET3a:: TrwBAN70 Ap".Rep(pMB8)  (Moncalian et al., 1999)
pEB211 Fusion pSVH1 y pK18 Km' (Reuther et al., 2006)
R388 Plasmido conjugativo IncW Tp' (Datta & Hedges, 1972)
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3.3. Medios de cultivo

Para el crecimiento de bacterias en medio liquido se utiliz6 el medio Luria-Bertani Broth
(LB), cuya composicion es 10 g/l de extracto de levadura y 5 g/l de NaCl.

Cuando se precisé de un medio de crecimiento sélido, se suplementé el medio liquido LB
con 1,5 % (m/v) de agar.

En los casos en que fue necesario un medio de crecimiento selectivo, se incluyeron en el
medio los antibidticos precisos para cada cepa o plasmido bacteriano. A continuacion, en
la Tabla M3, se detallan los antibidticos empleados para cada cepa bacteriana, con su
concentracion de antibiotico empleada, y en la Tabla M4, los antibidticos empleados para
cada plasmido y la concentracion de antibi6tico empleada:

Tabla M3. Tabla de resistencia a antibiéticos de las cepas empleadas en esta tesis, con la
concentracion de antibidtico necesaria para su seleccion en medio de cultivo.

Resistencia Concentracion
Cepa Bacteriana Antibidtico Antibidtico
C41 No tiene resistencia
DH5a Acido Nalidixico (Nx) 25 pg/ml
D1210 Estreptomicina (Sm) 300 pug/ml
uB1637 Estreptomicina (Sm) 300 pug/ml

Tabla M4. Tabla de resistencia a antibiéticos de los plasmidos empleadas en esta tesis,
con la concentracion de antibidtico necesaria para su seleccion en medio de cultivo.

Resistencia Concentracion
Plasmidos Antibiotico Antibiotico
pEB211 Kanamicina (Km) 25 pg/ml
R388 Trimetropim (Tp) 10 pg/ml
pET3ay derivados Ampicilina (Ap) 100 ug/ml
pET28a y derivados Kanamicina (Km) 50 pg/ml
pET22 y derivados Ampicilina (Ap) 100 ug/ml

3.4. Oligonucleotidos

Todos los oligonucledtidos empleados en esta tesis fueron encargados a Sigma-Genosys
(Sigma-Aldrich).

Tabla M5. Oligonucledtidos utilizados para formar los diferentes sustratos de DNA
empleados durante el desarrollo de esta tesis.

Oligo-
nucle6tido Longitud Secuencia 5' - 3'
A 18-mer CCGTTTGCGGGGGTTTCT
B 22-mer ATTTCCGTTTGCGGGGGTTTCT

37



C 29-mer TTATTTCATTTCCGTTTGCGGGGGTTTCT
AGAACGGGGGACGTTTCGCCGTTTGCTTTCTGCG
D 35-mer A
AAGGACGAAAACCTGTGTAGTGTTATGCCACTA
E 45-mer CAATATTGCCGC
[FICJAAGGACGAAAACCTGTGTAGTGTTATGCCA
F* 45-mer CTACAATATTGCCGC
[FICJAAGGACGAAAACCTGTGTAGTGTTATGCCA
G* 45-mer CTACAATATTGCCGC]Biot]
GCGGCAATATTGTAGTGGCATAACACTACACAG
H 45-mer GTTTTCGTCCTT
[FICJGCGGCAATATTGTAGTGGCATAACACTACA
I* 45-mer CAGGTTTTCGTCCTT
GACCGGGCCCCGACCCGGACGCCGGAGTGCCEG
J 45-mer ACCCGGACGCCC
[FIC]GACCGGGCCCCGACCCGGACGCCGGAGTGC
K* 45-mer CCGACCCGGACGCccCe
GGGCGTCCGGGTCGGGCACTCCGGCGTCCGGGT
L 45-mer CGGGGCCCGGTC
[FIc]GGGCGTCCGGGTCGGGCACTCCGGCGTCCG
M* 45-mer GGTCGGGGCCCGGTC
ATGCCACTACAATATTGCCGCGACCCGGAGACC
N 45-mer CGGAGACCCGGA
[FICJATGCCACTACAATATTGCCGCGACCCGGAG
o* 45-mer ACCCGGAGACCCGGA
TCCGGGTCTCCGGGTCTCCGGGTCGCGGCAATA
P 45-mer TTGTAGTGGCAT
ATGCCACTACAATATTGCCGCTCCGGGTCTCCGG
Q 45-mer GTCTCCGGGTC
[FICJATGCCACTACAATATTGCCGCTCCGGGTCTC
R* 45-mer CGGGTCTCCGGGTC
GACCCGGAGACCCGGAGACCCGGAGCGGCAAT
S 45-mer ATTGTAGTGGCAT
A[Biot] GGACGAAAACCTGTGTAGTGTTATGCCAC
T* 45-mer TACAATATTGCCGCJFIc]
TCGCCACGTTTCGCCGTTTGCGGGGGTTTCTGCG
U 45-mer AGGAACTTTTGG
[FIC]TCGCCACGTTTCGCCGTTTGCGGGGGTTTCT
V* 45-mer GCGAGGAACTTTTGG
[FICJ]TCGCCACGTTTCGCCGTTTGCGGGGGTTTCT
W* 45-mer GCGAGGAACTTT[BIot]G
ATACGTTATTGAATCTCTAACTCTAACTCTAACT
X 50-mer CTCATTATGAAGTTAG
ATCGTGCGCGAGGGCTTGGGAACGGCAGGGAA
Y 50-mer GGGCATCGAGTTCGATAT
[FICJATCGTGCGCGAGGGCTTGGGAACGGCAGGG
Z* 50-mer AAGGGCATCGAGTTCGATAT]IBIOot]
[FICJICTAACTTCATAATGAGGGTTAGGGTTAGGG
AA* 50-mer TTAGGGATTCAATAACGTAT]IBIot]
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CTGCATCATTGTAGCACCATCATAGCATTATAGT

BB 55-mer TGCATCATTGCTGCACGATAA
TTATCGTGCAGCAATGATGCAACTATAATGCTAT

CC 55-mer GATGGTGCTACAATGATGCAG
ACGAAAACCTGTGTAGTGTTAAGGACGAAAACC

DD 65-mer TGTGTAGTGTTATGCCACTACAATATTGCCGC

[FICJACGAAAACCTGTGTAGTGTTAAGGACGAAA
ACCTGTGTAGTGTTATGCCACTACAATATTGCCG

EE* 65-mer C
GCGGCAATATTGTAGTGGCATAACACTACACAG
FF 65-mer GTTTTCGTCCTTAACACTACACAGGTTTTCGT

[FICJGCGGCAATATTGTAGTGGCATAACACTACA
CAGGTTTTCGTCCTTAACACTACACAGGTTTTCG

GG* 65-mer T
GACCGGGCCCCGACCCGGACGCCGGAGTGCCCCCG
HH 65-mer ACCCGGACGCCCGCGTCCGGGTCGGGCCCGGA

[FICJGACCGGGCCCCGACCCGGACGCCGGAGTGC
CCGACCCGGACGCCCGLCGTCCGGGTCGGGLLCG

1n* 65-mer GA
TCCGGGCCCGACCCGGACGCGGGCGTCCGGGTC
JJ 65-mer GGGCACTCCGGCGTCCGGGTCGGGGLCCCGGETC

[FIc]TCCGGGCCCGACCCGGACGCGGGCGTCCGG
GTCGGGCACTCCGGCGTCCGGGTCGGGGCCCGG

KK* 65-mer TC
ACGAAAACCTGTGTAGTGTTATGCCACTACAAT
LL 65-mer ATTGCCGCGACCCGGAGACCCGGAGACCCGGA

[FICJACGAAAACCTGTGTAGTGTTATGCCACTAC
AATATTGCCGCGACCCGGAGACCCGGAGACCCG

MM* 65-mer GA
TCCGGGTCTCCGGGTCTCCGGGTCGCGGCAATA
NN 65-mer TTGTAGTGGCATAACACTACACAGGTTTTCGT
ACGAAAACCTGTGTAGTGTTATGCCACTACAAT
00 65-mer ATTGCCGCTCCGGGTCTCCGGGTCTCCGGGTC

[FICJACGAAAACCTGTGTAGTGTTATGCCACTAC
AATATTGCCGCTCCGGGTCTCCGGGTCTCCGGGT

PpP* 65-mer C
GACCCGGAGACCCGGAGACCCGGAGCGGCAAT

QQ 65-mer ATTGTAGTGGCATAACACTACACAGGTTTTCGT
ACGTTTCGCCGTTTGCTTTCTGCGAACGTTTCGC

RR 65-mer CGTTTGCTTTCTGCGAAATTGGGGGAGAAC

*Los oligonucle6tidos marcados con Fluoresceina y Biotina se indican como [Flc] y [Biot]
respectivamente en la posicion sefialada.
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Tabla M6. Oligonucleétidos empleados para clonar.

Oligo- Longitud
nucle6tido (bases) Secuencia 5' - 3'

X1 20-mer TAATACGACTCACTATAGGG

X2 20-mer CTAGTTATTGCTCAGCGGTG
ATTAAACA|ITATGGGGGGCGCGTTCGTCGGTCG

X3 33-mer C
ATTAAGIAATTCTCAGGCGGTAAGCCCGAATCG

X4 35-mer GTC
ATTAAAAIAGCTTTCATCACTCGAGGACGGCGG

X5 39-mer CCAGGAG

En la tabla se ha resaltado en gris y negrita las secuencias dianas de las enzimas de
restriccion empleadas en esta tesis. Los oligonucledtidos X3, X4 y X5 disponen de
secuencias dianas para los enzimas de restriccion Ndel, EcoRI 'y Hindlll, respectivamente.
Ademas de las secuencias diana se ha marcado el sitio de corte mediante una barra vertical
en negrita.

3.5. Técnicas de Biologia Molecular

3.5.1. Clonaje y amplificacion de DNA por PCR

Las técnicas detalladas a continuacion forman parte del protocolo que se empleé para
amplificar los genes traBAN270 y traBAN270A4C79, procedentes del plasmido
conjugativo pEB211, y clonarlos en el vector de expresién pET28a.

El plasmido pEB211 consistio en una fusién de todo el plasmido pSVH1, procedente de

Estreptomices venezuelae, con el plasmido pK18 (Reuther et al., 2006). La fusion con
pK18 permitio al plasmido pSVHL1 replicar en Escherichia coli.
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Extraccion y purificacion de DNA: para las extracciones de DNA, se emplearon los kits
comerciales de la casa Sigma Aldrich. Para la extraccion de DNA plasmidico, se empled
el kit GenElute Plasmid Miniprep (Quiagen). Para la extraccion de DNA de geles de
agarosa, se empleo el kit GenElute Gel Extraction. Y, finalmente, para limpiar el DNA
se empleo el kit GenElute PCR Clean-Up. Para la determinacién de la concentracion de
DNA, se utilizé un equipo NanoDrop200 UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Scientific).

Amplificacion por PCR: Las mezclas de reaccion para la amplificacion de fragmentos de
DNA (genes traBAN270 y traBAN270A4C79) se hicieron en un volumen final de 50 pl.
En el caso de traBAN270, dicha mezcla contenia los oligonucleotidos X3 y X4 de la Tabla
M6 a una concentracion de 10 pmol/ul, DNA molde (50 ng del plasmido pEB211), 200
uM de mezcla de desoxinucledtidos (ANTPS), 1U de polimerasa Phusion High-Fidelity
(New England Biolabs), 1X del tampén de la polimerasa y agua destilada. La
amplificacion de traBAN2704C79 se llevo a cabo de la misma forma utilizando los
oligonucle6tidos X3 y X5 de la Tabla M6.

Digestion Enzimatica: los vectores de clonacion e insertos fueron digeridos con sus
enzimas de restriccion correspondientes en un volumen final de 20 ul. La mezcla de
digestion contenia 500 ng de DNA, 1U de enzimas de restriccion (ThermoFisher
Scientific) (Ndel y EcoRI en el caso de traB4AN270) (Ndel y Hindlll en el caso de
traB4AN2704C79), 1X del tampon comercial recomendado por el fabricante (“O Buffer”
para traBAN270) (“R buffer” para traBAN270A4C79) y agua destilada. Las digestiones se
incubaron durante 2 horas a 37°C.

Defosforilacién de DNA: para aumentar la eficacia de ligacion y disminuir la aparicion
de falsos positivos, se defosforilaron los extremos libres del vector (pET28a) digiriéndolo
con fosfatasa alcalina (Fermentas). Se siguieron las indicaciones del fabricante,
incubando la reaccién durante 30 minutos a 37°C. La reaccion finaliz6 al inactivar el
enzima mediante la incubacion de la mezcla a 65°C durante 20 minutos.

Ligacién: Las reacciones de ligacion se llevaron a cabo empleando una relacion
vector:inserto 1:5. Las mezclas de reaccion para la ligacion contenian 10-15 ng de vector
(pET28a digerido y defosforilado), 50-75 ng de inserto (amplificaciones digeridas de
traBAN270 y traBAN2704C79 ), 5 U de ligasa del fago T4 (Fermentas), 1X del tampén
comercial proporcionado por Fermentas, y agua destilada hasta un volumen final de 20
ul. Las mezclas de reaccidn se incubaron a 16 °C o/n. Se emplearon las mismas reacciones
sin inserto como control negativo.

Secuenciacion de DNA: Los clones obtenidos mediante amplificacion por PCR (plasmido
PMEC17 con el gen traBAN270 y pMEC19 con el gen traBAN2704C79), se enviaron al
servicio de secuenciacion de MACROGEN Inc. “DNA Sequencing Service” (Seoul,
Korea). Las muestras enviadas contenian 500 ng de DNA molde (pMEC17 y pMEC19)
y 25 pmol de cebadores (oligonuclettidos X1 y X2 de la Tabla M6, respectivamente,
también denominados oligonucledtidos T7 y pT7 universales). El volumen final de las
muestras fue de 10 ul, siguiendo las indicaciones del servicio de secuenciacion.
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3.5.2. Formacion de los diferentes sustratos de DNA
3.5.2.1. Formacion de sustratos de DNA de doble cadena (dsDNA)

Las muestras de dsDNA se prepararon a partir de 2 oligonucle6tidos complementarios
(40 uM concentracidn final de cada uno). Se incubaron a 95°C durante 3 min en 50 ul de
buffer 20 mM TrisHCI pH 7,0, 150 mM NaCl y 0,1 mM EDTA. Posteriormente, la
muestra se dejo enfriar hasta alcanzar temperatura ambiente (aprox. durante 2 horas). La
formacion de dsDNA finalmente se confirmoé por electroforesis en gel de acrilamida
(10%). Las muestras se guardaron congeladas a -20°C.

3.5.2.2. Formacion de sustratos G-quadruplex intramolecular

Para preparar DNA G-quadruplex intramolecular, se escogié un oligonuclettido cuya
secuencia cumplia con la secuencia consenso G@-7)Ne-7)GiE-7)Nw-7)GiE-7)Ne-7G@E-7)
(oligonucleodtidos K, L, X, Y, GG y HH de la Tabla M5), y se disolvié en buffer 20 mM
Pipes pH 6,2, 150 mM K"y 0,1 mM EDTA a una concentracion final de 10 uM. Esta
preparacion debe realizarse a baja concentracion de oligonucledtido para evitar
interacciones intermoleculares. La muestra se incub6 a 95°C durante 3 min y
posteriormente se dejo enfriar lentamente hasta alcanzar temperatura ambiente (aprox.
durante 2 horas). Finalmente, la formacion de DNA G-quadruplex intramolecular, se
confirmd por electroforesis en gel de acrilamida (10%). Las muestras se guardaron
congeladas a -20°C.

3.5.2.3. Formacion de sustratos G-quadruplex intermolecular

Para preparar DNA G-quadruplex intermolecular, se escogié un oligonucleétido con mas
de 3 guaninas contiguas dentro de su secuencia (oligonucleétidos A, B, C, D, U, V y PP
de la Tabla M5) y se disolvi6 a una concentracion final de 240 uM en buffer 20 mM Pipes
pH 6,2, 150 mM NaCl, 0,1 mM EDTA y 5 % de Glicerol. La muestra se incubd a 60 °C
durante 12 h, y posteriormente a 37°C durante otras 12h. Tras este periodo de incubacion,
la muestra se dejo enfriar lentamente hasta alcanzar temperatura ambiente (aprox. durante
2 horas). Finalmente, la formacion de DNA G-quadruplex intermolecular se confirmé por
electroforesis en gel de acrilamida (10%) o filtracion en gel. Las muestras se guardaron
congeladas a -20°C.

3.5.3. Andlisis de estructuras secundarias en el DNA

Tras someter los oligonucle6tidos a un protocolo de formacion de estructura secundaria
(G-quadruplex), se analizaron para evaluar el rendimiento del proceso. Las dos técnicas
empleadas para evaluar el rendimiento fueron filtracion en gel y electroforesis en gel
nativo.
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Para analizar oligonucle6tidos con Fluoresceina, se empled preferentemente la técnica de
electroforesis en gel nativo. Los oligonucleotidos se diluyeron hasta una concentracion
20 nM en el buffer empleado para formar estructura y se mezclaron 10 pl de esta
disolucién con 10 ul de buffer de carga (20 mM Pipes pH 6,2, 150 mM NaCl, 0,1 mM
EDTA, 0,1 % (p/v) de Azul de Bromofenol y 10 % (v/v) de Glicerol). Posteriormente, se
cargaron los 20 ul de muestra en un gel nativo de TBE al 10 % (p/v) de acrilamida. La
electroforesis se llevd a cabo a 200 V, 30 minutos. Finalmente, el gel se revel6 en un
equipo FUJIFILM FLA 5100. El escaner emple6 una longitud de onda de excitacion de
473 nm, y para la lectura de la emision de fluorescencia se empled un filtro LPB (510LP),
que leia en la banda del azul. Con el programa ImageJ, se cuantificé la intensidad de las
bandas resultantes. Para el calculo del rendimiento de formacion, se emple6 la siguiente
formula:

Rendimiento= | panda estructurada / (l banda estructurada + | banda sin estructurar)

Para oligonucleotidos sin fluoresceina se emple6 un analisis por filtracion en gel. Las
muestras fueron preparadas a una concentracion 20 uM, diluidas en el buffer de
formacion de estructura. Se cargaron 30 ul de esta dilucion en un “loop” de 30 ul de un
HPLC Ettan LC (GE). Para resolver la muestra, se emple6 el buffer de formacion de
estructura como buffer de carga, una columna Superdex 200/PC 3.2., y un flujo constante
de 30 ul/min. El equipo se configurd para leer absorbancia a 260 nm. El resultado fue un
perfil cromatogréfico, con una o varias curvas, en funcion del rendimiento de formacion.
El cromatograma representaba en el eje X el volumen de elucion y en el eje Y la
absorbancia a 260 nM, por lo que el area que subyacia bajo cada una de las curvas era
proporcional a la cantidad de oligonucledtido que habia y, en términos relativos, se pudo
aplicar la siguiente formula para obtener el rendimiento de formacion:

Rendimiento = Area oligo con estructura / (Area oligo con estructura t Area oligo sin estructura)

3.6. Tecnicas de Microbiologia

3.6.1. Ensayos de crecimiento bacteriano

Para la confeccion de curvas de crecimiento se inoculé una colonia puntual (de células
DH5a 6 D1210) en medio minimo, y se incub6 en agitacién a 37°C o/n. EI medio minimo
constaba de 1% (p/v), sales de M9, 0,5 % (p/v) de casaminoacidos, 0,4% (p/v) de Glucosa,
1 mM CaCl,, 1 mM Tiamina, 1 mM MgSQa y, finalmente, 25 ug/ml de Acido Nalidixico
en el caso de emplear células DH5a, 0 300 ug/ml, en el caso de emplear células D1210.

Posteriormente, a partir de este cultivo se practicd una dilucién 1:1000 en medio fresco.
Una vez se dispuso de cultivo diluido de ambas cepas bacterianas, se pudieron someter a
diferentes condiciones de estudio.

En esta tesis, se estudio el efecto de la molécula NMM (N-metil-mesoporfirina) sobre el
crecimiento de las cepas bacterianas DH5a y D1210 (Tabla M1). Para ello, se afiadieron
concentraciones crecientes de NMM a cultivos diluidos de ambas cepas, sobre placas de
96 pocillos, y se observé como proliferaban. Las concentraciones de NMM ensayadas
sobre ambas lineas celulares fueron 0, 0,1, 0,5, 1, 5, 10, 20 y 30 mM.
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El crecimiento bacteriano se monitorizé cada 5 minutos, a partir de la lectura de DO
(Densidad Optica) sobre cada pocillo de la placa.

El equipo empleado, encargado de automatizar las lecturas de DO sobre los 96 pocillos,
fue un equipo VICTORtm 1420 MULTILABEL COUNTER (PERKIN ELMER) vy el
programa utilizado fue Wallac 1420 Workstation.

3.6.2. Preparacion de células electrocompetentes

Con este protocolo, se prepararon células competentes de las cepas C41 y DH5a de E.
coli (Tabla M1).

A partir de un glicerol de la cepa seleccionada, se practic6 un restriking, sobre una placa
Petri con LB-agar (suplementada con Acido Nalidixico 25 pg/ml en el caso de emplear
DH5a) y se incub6 o/n a 37 °C. Posteriormente, se inoculé una colonia puntual en un
matraz de 10 ml de LB, y se dejo6 de nuevo incubando en agitacion, o/n, a 37 °C. El cultivo
se diluyo en una relacion 1:20, en un matraz de 200 ml con medio LB, y se incubo en
agitacion, a 37 °C, hasta alcanzar una densidad Optica de 0,6.

A partir de este punto, todo el tratamiento posterior se desarrollé en bafio de hielo.

Una vez alcanzada una DO de 0,6, las células se incubaron en bafio de hielo durante 30
minutos Yy, posteriormente, se centrifugaron a 5.000 g durante 10 minutos. Se elimind el
sobrenadante, y el pellet resultante se resuspendio en 200 ml de agua destilada, estéril y
fria. Este ciclo de lavado y centrifugacion se repitio de nuevo. A continuacion se
resuspendieron las células en 200 ml de una mezcla de agua destilada y 10% (p/v) de
glicerol. Finalmente, la muestra se centrifugd de nuevo, se elimind el sobrenadante, y el
pellet de células resultante se resuspendidé en 1 ml de la mezcla de agua al 10 % (v/v) de
Glicerol. El volumen final de células se distribuyd en alicuotas de 60 pL y se almacenaron
a-80 °C.

3.6.3. Electroporacion células competentes

ElI DNA con el que se debia transformar se dializd previamente en un filtro Millipore GS
de 0,05 um @ de poro. El filtro se dispuso flotando sobre un lecho de agua destilada en
una placa “Petri”. Sobre el filtro se dispuso una gota de 10 pl con el DNA. La gota
permanecio sobre el filtro durante aprox. 20-30 minutos. De este modo, se eliminaron las
sales presentes en el buffer. EI DNA dializado se recogio y se emplearon 5 ul de muestra
en cada electroporacion junto a 50 pl de células competentes. Para ello, la mezcla se
colocé en una cubeta de electroporacion de 2 mm (Molecular BioProducts) refrigerada
en bafio de hielo. Para el pulso de electroporacion se empled un electroporador
MicropulserTM (BioRad) a 2,5 kV, 25 puF y 200 Q. Las células, tras ser electroporadas,
se disolvieron en 1 ml de LB estéril y se incubaron a 37 °C en agitacién. Finalmente, se
sembraron 100 pL de estas celulas en una placa de LB-Agar, con el antibidtico de
resistencia del plasmido empleado en la transformacion.
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3.6.4. Ensayos de conjugacion

Las células donadoras y recipientes se dejaron crecer por separado, en agitacion, o/n , a
37 °C y en medio LB. Donadoras Yy recipientes crecieron en presencia de su antibiotico
correspondiente, hasta alcanzar fase estacionaria. Las células donadoras se diluyeron en
una relacion 1:20 y se dejaron crecer hasta una densidad Optica de 0,6. Posteriormente, se
mezclaron 200 pL de donadoras, con 500 pL de recipientes en fase estacionaria. Se
centrifugd la mezcla a 12.000 g, durante 5 minutos, y se descartd el sobrenadante. Las
células del pellet resultante se resuspendieron en 1 ml de medio LB y se volvieron a
centrifugar, de modo que los restos de antibidtico fueron eliminados. El pellet resultante
se resuspendio en un volumen de 100 pL y se dispuso en un filtro de acetato de celulosa
de 0,2 pum @ de poro (Sartorius Stedim Biotech). El filtro se depositd sobre una placa de
LB-Agar durante 60 minutos, a 37 °C. A continuacion, los filtros se lavaron en 2 ml de
medio LB, libre de antibiotico, y se agitaron con vortex; realizando diluciones seriadas
del lavado. Finalmente, se sembraron 100 puL de cada una de las diluciones en placas con
los antibidticos necesarios para seleccionar transconjugantes y donadoras.

Se contd el numero de UFC (Unidades Formadoras de Colonias) de cada dilucion de
transconjugantes y donadoras. Para obtener la frecuencia de conjugacion, se aplico la
siguiente férmula:

Fconjugacion = (Transconjugantes x Dilucion) / (Donadores x Dilucion)
3.7. Técnicas Bioquimicas

3.7.1. Purificacion de proteinas

Todas las proteinas empleadas en esta tesis se sobre-expresaron en la cepa C41 (Tabla
M1). Para ello, C41 (DE3) fue transformada con el plasmido correspondiente y se crecid
el cultivo en 2-4 litros de LB, con antibiotico, a 37 °C y en agitacion. Se dejo crecer hasta
alcanzar una DO (Densidad Optica) de 0,5. En ese momento, se indujo la sobreexpresion
mediante la adicion de IPTG (Isopropil-D-tiogalactopirandsido) a una concentracion final
delmM. El inductor IPTG es capaz de inducir el gen de la T7 RNA polimerasa presente
en el cromosoma de C41, mediante su interaccion con el promotor LacUV5 vy, de esta
forma, producir T7 RNA polimerasa capaz de reconocer la regién promotora del plasmido
donde se ha clonado la enzima a sobreexpresar (pET3a, pET28a 6 pET22). El cultivo
continud incubandose a 37 °C, en agitacion, durante un tiempo especifico, dependiendo
de la proteina que fuera a purificarse. Cada enzima purificada precisaba un tiempo
especifico para sobre-expresarse de forma Optima. Los tiempos de sobreexpresion para
TrwA-His y TrwBN70 fueron de 6 y 5 horas, respectivamente. TraBAN270 y
TraBAN270AC79 fueron sobre-expresadas durante 5 horas. Transcurrido ese tiempo, el
cultivo se centrifugo a 6.000 g durante 5 minutos y se descarté el sobrenadante. El pellet
resultante fue conservado a -80 °C hasta el momento de su utilizacion.
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3.7.1.1. Purificacion de TrwA-His

Después de transformar el plasmido pSU1547 (Tabla M2.) en C41 y sobre-expresar
TrwA-His en 2 litros de cultivo, el pellet resultante se congelé a -80°C. Tras un periodo
de tiempo no inferior a 12 horas, se descongelo el pellet y se resuspendié en 40 ml de
buffer de dilucion (100 mM Tris-HCI pH 7,6, 500 mM NaCl y 0.001 % (p/v) PMSF),
suplementado con 2,5 mM de Benzamidina. Las células fueron lisadas por sonicacion y
posteriormente, el lisado fue centrifugado a 40.000 rpm durante 30 minutos, a 4 °C. El
sobrenadante se carg6 en una columna cromatografica HisTrap HP de 5 ml (GE
Healthcare), equilibrada con buffer (100 mM Tris-HCI pH 7,6, 150 mM NaCl y 0.001 %
(p/v) PMSF). La proteina unida a la columna se eluyo en un gradiente de Imidazol de 50
ml, desde 0 hasta 500 mM. EI buffer empleado para realizar el gradiente consistia en 100
mM Tris-HCI pH 7,6, 200 mM NaCl, 0,001% (p/v) PMSF y 500 mM Imidazol.
Posteriormente, se escogieron las fracciones mas puras, se reunieron en un mismo
recipiente y se concentraron en un Centricon YM10 (Amicon) hasta un volumen final de
4 ml. El concentrado proteico fue cargado en una columna cromatografica Superdex-75
HiLoad 16/60 (GE Healthcare), equilibrada con buffer 50 mM Pipes-NaOH pH 6,2, 100
mM NaCl, 2 mM MgCl,, 0,1mM EDTA, 10 % (v/v) Glicerol y 0,001 % (p/v) PMSF. Se
midié la concentracion de fracciones de proteina seleccionadas mediante el método BCA
(BCA Protein Assay Kit). Finalmente, las fracciones se guardaron a -80 °C como alicuotas
de 50 pl.

3.7.1.2. Purificacién de TrwBAN70

Después de transformar el plasmido pSU4637 (Tabla M2) en C41 y sobre-expresar
TrwBANT70 en 4 litros de cultivo, el pellet resultante se congel6 a -80°C. Tras un periodo
de tiempo no inferior a 12 horas, se resuspendié en 50 ml de buffer A (50 mM Tris-HCI
pH 7,6, 1 mM EDTA, 5 mM MgCl. y 0,001% (p/v) PMSF), al que se le afiadi6 5 mM
ATP, 10% (p/v) sacarosa, 0,8 mg/ml lisozima, 2,5 mM Benzamidina y una tableta de
inhibidores de proteasas (ThermoFisher). Después de 30 minutos de incubacién en bafio
de hielo, se afiadieron 50 ml de buffer A suplementado con 0,5 % (p/v) de Triton X-100
y 1 M de NaCl. El lisado fue centrifugado a 40.000 g durante 30 minutos, a 4 °C. El
sobrenadante se diluyé con buffer B (50 mM Tris-HCI pH 7,6, 0,1mM EDTA, 2 mM
MgCl2y 0,001% (p/v) PMSF), hasta una concentracion final de NaCl de 0,15 M. Tras ser
disuelto, el sobrenadante se cargd en una columna cromatografica de Fosfocelulosa P11
(Whatman), equilibrada con buffer B y 0,15 M NaCl. Las proteinas unidas a la columna
se eluyeron con buffer B y 1 M NaCl. Posteriormente, el eluido fue cargado en una
columna HiTrap-SP de 5 ml (GE Healthcare) equilibrada con buffer B, al que se le afiadio
0,15 M de NaCl. Las proteinas se eluyeron en un gradiente de sal de 120 ml, desde 0,15
M de NaCl, hasta 1M. El eluido se concentrd en un Centricon YM30 (Amicon), hasta un
volumen final de 4 ml. Finalmente, el concentrado proteico se cargdé en una columna
Superdex-200 HiLoad 16/60 (GE Healthcare), equilibrada con buffer que contenia 50
mM Pipes-NaOH pH 6.2, 100 mM NaCl, 2 mM MgCl,, 0,1 mM EDTA, 10% (v/v)
glicerol y 0,001% (p/v) PMSF. Las alicuotas seleccionadas, obtenidas en este Ultimo paso
de purificacion, se conservaron a -80 °C y su concentracion fue determinada mediante
BCA (BCA Protein Assay Kit).
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3.7.1.3. Purificacion de TraBAN270 y TraBAN270AC79

Después de transformar el plasmido pMEC17 (Tabla M2) o pMEC19 en C41, y sobre-
expresar TraBAN270 o TraBAN270AC79 en 4 litros de cultivo, el pellet resultante se
congelo a -80°C. Tras un periodo de tiempo no inferior a 12 horas, se resuspendio en 100
ml de buffer de dilucion (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 50 mM NacCl, 0,001% (p/v) PMSF y
5% Glicerol). Las células fueron lisadas mediante el empleo de French Press a 20.000 psi
y posteriormente, el lisado fue centrifugado a 40.000 g durante 30 minutos, a 4 °C. Se
cargd el sobrenadante en una columna cromatografica HisTrap HP de 5 ml (GE
Healthcare), equilibrada con buffer de dilucion. La proteina unida a la columna se eluyd
en un gradiente de Imidazol desde O hasta 500 mM. Las fracciones seleccionadas del
gradiente se cargaron en una columna HiTrap-Q de 1 ml (GE Healthcare), con el fin de
concentrar la muestra. Para eluir la proteina de la columna, se empled un buffer 50 mM
Tris-HCI pH 7,5, 400 mM NacCl, 0,001% (p/v) PMSF y 5% Glicerol. La muestra se eluyo
en un volumen de 5 ml, en un Unico paso sin gradiente con el fin de concentrarla en un
volumen inferior a 1 ml. EI concentrado proteico se cargd en una columna Superdex-200
HiLoad 16/60 previamente equilibrada en buffer de dilucion. Posteriormente, se
cuantifico el contenido proteico de las fracciones obtenidas mediante un equipo
NanoDrop200 UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Scientific) y las fracciones se
conservaron a - 80°C en alicuotas de 50 pl.

3.7.2. Electroforesis de proteinas en geles de SDS-PAGE

Se llevé a cabo de acuerdo al método descrito por Laemmli (LAEMMLLI, 1970), en geles
al 12% de SDS-poliacrilamida para TrwBAN70, TraBAN270 y TraBAN270AC79 y al
15% para TrwA-His. A las muestras se les afiadié buffer de carga (50 mM Tris-HCI pH
6,8, 5 % (p/v) SDS, 5 % Glicerol y 0,02% (p/v) Azul de Bromofenol) en una relacion 5:1
(muestra:buffer). Posteriormente, las muestras se calentaron a 100 °C, durante 5 minutos,
antes de cargarse en el gel. Como patron de pesos moleculares, se empled “Low Range”
(BioRad Laboratories). Se cargaron 5 pL de este patron en el gel. La electroforesis se
llevo a cabo en una disolucién con 25 mM Tris-HCI pH 8,3, 200 mM glicina 'y 1% SDS.
Posteriormente, los geles se tifieron con una solucion de 0,1% de azul brillante de
Coomasie R-250 (Merck), 50 % (v/v) metanol y 10 % (v/v) Acido Acético Glacial,
durante 30 minutos, a temperatura ambiente y en agitacion. Los geles se destifieron
mediante el empleo de una solucion al 10% (v/v) en Metanol y 10 % (v/v) en Acido
Acético Glacial. Para archivar los resultados los geles podian deshidratarse y guardarse,
0 bien podian escanearse en un escaner convencional.

3.7.3. Cuantificacion de Proteinas
3.7.3.1 Método colorimétrico (BCA)

Se emple6 el método BCA (Acido Bicinconinico) para cuantificar la concentracion
proteica. Se uso el kit comercial “BCA Protein Assay Kit” (Pierce).

El kit aprovecha la propiedad de las proteinas de reducir el ion cuprico (Cu?*) a cuproso
(Cu™). El kit se sirve del acido Bicinconinico, de color morado, para reaccionar con el
ion cuproso y dar un complejo verdoso, que es detectado por colorimetria. La cantidad de
ion cuproso obtenido es dependiente de la concentracion de proteina.
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El primer paso consistio en confeccionar una curva de concentracion standard con BSA
(0-40 pg). Las muestras de proteina se mezclaron con el buffer en el que estaba disuelta
la proteina, hasta un volumen final de 100 ul. A este volumen se le afiadié un volumen
de 900 ul de mezcla de disolucion comercial A (BCA) y B (Sulfato Cuprico), en una
relacion A:B de 50:1. La reaccién se incubd 30 minutos a 37 °C y posteriormente, se
midieron las absorbancias de las muestras de la curva y de la proteina a determinar, a 562
nm, en un equipo espectrofotométrico Shimadzu UV-1630. La recta patron se
confecciond gracias a los valores de concentracion y absorcion de las muestras de
concentracion conocida (con BSA). Finalmente, se interpolaron los valores de absorcion
de la muestra con el fin de obtener el valor de su concentracion.

Este método fue el método habitual de cuantificacion proteica, empleandose sélo el
Nanodrop en aquellas condiciones en las que no era necesaria una gran exactitud.

3.7.3.2. Método Espectrofotométrico

Para este tipo de cuantificacion, se empled un equipo NanoDrop200 UV-Vis
Spectrophotometer (Thermo Scientific). Antes de realizar las mediciones sobre las
muestras, es necesario conocer la masa molecular y el coeficiente de extincién molar (E)
de la proteina. Una vez se dispone de ambos parametros, se debe utilizar como solucion
de referencia (“blanco”) el buffer final de dilucion de enzima. Tras calibrar al equipo con
esta solucion de referencia, se realizaron las mediciones.

Este fue el método elegido para cuantificar TraBAN270 y TraBAN270AC79. Las
primeras cuantificaciones sobre ambas proteinas se realizaron mediante el método BCA,
pero una vez comparada la eficiencia de ambos métodos (obteniéndose resultados
similares), se eligio el uso del Nanodrop debido a su sencillez y rapidez. Los valores del
coeficiente de extincion molar empleados en esta cuantificacion para TraBAN270 y
TraBAN270AC79 fueron 75.525 y 63.035 dm®* mol* * cm, respectivamente.

3.7.4. Ensayos de filtracion en gel

Para el estudio de formacién de complejos proteina-proteina o proteina-DNA, las
muestras se sometieron a filtracion en gel. Se cargaron 30 uL de muestra a temperatura
ambiente, a un flujo de 30 pL/min, en una columna Superdex-200 PC 3.2/30 (GE
Healthcare). La columna se equilibré previamente con el buffer de dilucién final de cada
proteina y la absorbancia se monitorizo a 260 y 280 nm para detectar DNA y proteina
respectivamente.

3.7.5. Ensayos de actividad ATPasa

En los ensayos de actividad ATPasa se cuantifico la hidrélisis de ATP mediante el ensayo
enzimatico acoplado descrito por Kreuzer y Jongeneel (Kreuzer & Jongeneel, 1983)
(Figura M1), con algunas modificaciones (Tato et al., 2005).

48



Actividad ATPasa

YR

ADP ATP NADH + H* NAD~*
<3

Piruvato

Piruvato Kinasa Lactato Deshidrogenasa

Absorbancia medida a 340 nM

Lactato

Figura M1. Esquema representativo de un ensayo enzimatico acoplado. El ensayo,
estd basado en el método descrito por Kreuzer y Jongeneel (Kreuzer & Jongeneel, 1983)
en el que estan integradas dos reacciones acopladas, la de regeneracion de ATP, y la de
oxidacion de NADH.

Este tipo de ensayo se emplea para cuantificar la actividad de hidrdlisis de ATP a ADP y
P1i; actividad llevada a cabo por multitud de proteinas caracterizadas como “ATPasas”.
En el ensayo, el ADP producido vuelve a generar ATP, a través de la actividad de la
enzima Piruvato Kinasa. Esta enzima, convierte una molécula de Fosfoenolpiruvato en
Piruvato y, en el proceso, se genera una molécula de ATP a partir de otra de ADP. Una
vez generado el Piruvato, éste se reduce, dando lugar a Lactato por la actividad del enzima
Lactato Deshidrogenasa, también presente en la reaccién. Durante la generacion de
Lactato, el enzima emplea una molécula de NADH, oxidandola y generando NAD™. Por
tanto, la velocidad a la que se consume el NADH es equivalente a la velocidad a la que
se consume el ATP (actividad ATPasa), y puede monitorizarse gracias al descenso de la
absorbancia a 340 nm.

En esta tesis se ensay0 el efecto de diferentes condiciones sobre la actividad ATPasa de
cada enzima. Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 150 pl, en cubetas
de cuarzo atemperadas a través de un sistema Peltier, en un espectrofotometro UV-1603
(Shimadzu). Se estudio el efecto de las variaciones de pH, la presencia de diferentes tipos
de DNA e iones, etc. En todos los casos, las muestras contenian 5 mM ATP, 0,5 mM
Fosfoenolpiruvato, 0,25 mM NADH, 5 mM MgAc», 60 pg/ml de Piruvato kinasa, 60
pg/ml de Lactato deshidrogenasa, 5% (v/v) de glicerol, y por Gltimo, 50 nM de NaCl (o
50 mM de KCI). Las condiciones especificas de concentracion de proteina 0 DNA, asi
como los valores de pH empleados en cada caso se detallan en la seccion de Resultados.

3.7.6. Ensayos de movilidad electroforética (EMSA)

Esta técnica se empled para estudiar el reconocimiento y la afinidad de nuestras proteinas
de interés por el DNA.

La proteina (en concentraciones crecientes) se incub6 con una cantidad fija de DNA
marcado con Fluoresceina, en un volumen final de muestra de 20 pl. La disolucion
tampon contenia 50 mM de buffer (Pipes para valores de pH en un rango 6,2 -7 y Tris
HCI para valores de pH superiores a 7), 50 mM NaCl, 2 mM Ditiotreitol, 100 pg/ pL de
Albumina Bovina Sérica (BSA) y 5 % (v/v) Glicerol. Las muestras se cargaron en un gel
nativo PAGE (1x Tris-borato-EDTA). EI DNA libre y los complejos nucleo-proteicos se
resolvieron mediante electroforesis a 200 V, durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Para el revelado de los geles, se empled un escaner de fluorescencia FUJIFILM FLA-
5100. Una vez escaneado el gel, la intensidad de las bandas se cuantificd utilizando el
software ImagelJ. Los célculos sobre el porcentaje de retardo, se hicieron empleando la
siguiente férmula:
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% Retardo = 100 - (l banda ADN libre /1 banda ADN libre de muestra sin protel’na) *100

3.7.7. Ensayos de translocacion

Para los ensayos de translocacion, se emplearon oligonucledtidos comerciales (Sigma
Genosys), marcados en ambos extremos. Para estudiar translocacion en direccion 5°-3°,
se marco6 el extremo 5’ con Fluoresceina, y el extremo 3°, con Biotina”. Para estudiar la
translocacion en sentido 3’-5°, ambas moléculas se dispusieron a la inversa. La presencia
de fluoresceina en el DNA se uso para revelar el DNA presente en los geles, mediante un
scanner de fluorescencia FUJIFILM FLA-5100. La funcion de la Biotina consistia en
mediar la union entre el DNA y la Estreptavidina (ThermoFisher). La union entre la
Biotina y Estreptavidina, es una de las uniones no covalentes mas fuertes que existe en la
naturaleza (Kq = 101° M). De esta forma, tras incubar DNA marcado con Biotina junto a
Estreptavidina, se obtiene un complejo DNA-Estreptavidina que migra de forma mas
lenta que la banda correspondiente al DNA libre de Estreptavidina (ver Figura M2).
Cuando el motor transloca sobre DNA incubado con Estreptavidina en presencia de ATP,
si es capaz de hacerlo con la suficiente fuerza, podra separar la Estreptavidina del
complejo con DNA, observandose una banda correspondiente a DNA libre de
Estreptavidina.

0 O S

(-]
-

(O Fluoresceina

. Biotina
O Estreptavidina

Figura M2. Representacion esquematica de las diferentes movilidades del sustrato
de DNA antes o después de la union con Estreptavidina. La figura muestra la
representacion esquematica de un gel nativo revelado con un scanner de fluorescencia.
Pueden observarse 2 bandas; la banda de la izquierda corresponderia a DNA libre de
Estreptavidina (marcado con Fluoresceina y Biotina), y la banda de la derecha
corresponderia a la muestra de DNA tras la incubacion con Estreptavidina.
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En el protocolo empleado, los oligonucle6tidos marcados (oligos T, U, X e Y de la Tabla
M5 de M&M) (5 nM) se incubaron con Estreptavidina (100 nM) a 37 °C en una disolucion
tampdn con 50 mM Buffer (Pipes-NaOH (pH 6,2-7) o Tris HCI (pH > 7)), 50 mM NaCl,
5mM MgCl. y 5 % (v/v) Glicerol. Una vez formado el complejo, se afiadio ATP (5 mM),
Biotina adicional (1 uM), y se comenzé la reaccion afiadiendo el enzima correspondiente
en cada caso. La muestra se incubé durante 10 minutos en un volumen de reaccion final
igual a 20 pl. Transcurrido ese tiempo, se interrumpio la reaccion mediante la adicion de
20 pl de un buffer similar al anterior, con 0,1 mg/ml de Proteinasa K (ThermoFisher), 10
% (v/v) Glicerol y 0,2 % (p/v) de Azul de Bromofenol. Finalmente, se cargaron 20 ul de
cada una de las muestras en un gel nativo PAGE (1x Tris-borato-EDTA). EI DNA libre
y los complejos Estreptavidina-DNA, se resolvieron mediante electroforesis, a 200 V
durante 30 minutos, a temperatura ambiente. Para el revelado de los geles, se emple6 un
escaner de fluorescencia tipo “FUJIFILM FLA-5100". Como controles positivos de la
actividad de translocacion, se emplearon las proteinas Dda (Byrd & Raney, 2006)
(direccion 5°-3") y NS3 (Matlock et al., 2010) (direccion 3°-57), cortesia de la Dra. Alicia
Byrd.

3.7.8. Ensayos helicasa

Estos ensayos se llevaron a cabo sobre sustratos de DNA G-quadruplex intermolecular,
estructurado como se describe en la Seccién 3.5.2.3., a partir de oligonucledtidos
marcados con Fluoresceina en el extremo 5’ (oligonucle6tido U de la Tabla M5 de M&M).

La reaccion se llevo a cabo en 20 ul de buffer 50 mM Pipes pH 6,2, 50 mM NaCl, 0,1
mg/ml de BSA, 5% (v/v) Glicerol, 5 mM de MgClz, 5 mM de ATP y 5 nM de sustrato de
DNA. La adicion de proteina (a diferentes concentraciones), se dejo para el final,
marcando el inicio de la reaccion.

La mezcla se incubd durante 10 minutos a 37 °C. Transcurrido este tiempo, la reaccion se
detuvo mediante la adicion de 20 pl de “Disolucion Stop”, con 50 mM Pipes pH 6,2, 2,5%
(p/v) de SDS, 200 mM EDTA, 10 mg/ml de Proteinasa K, 0,2 % (p/v) de Azul de
Bromofenol y 10 % (v/v) Glicerol; incubando la muestra 5 minutos mas, a 37 °C.
Finalmente, se cargaron 20 ul de cada una de las muestras en un gel nativo PAGE (1x
Tris-borato-EDTA) y se resolvieron mediante electroforesis, a 200 V, durante 30 minutos,
a temperatura ambiente. Para el revelado de los geles, se emple6 un escaner de
fluorescencia FUJIFILM FLA-5100 y la intensidad de las bandas obtenidas se cuantifico
con el software ImageJ. Como control positivo de actividad helicasa se emple6 la proteina
TrwC (Llosa et al 1996), cedida por cortesia de los Dres. Gabriel Moncalian y Sandra
Sagredo.
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3.8. Técnicas de analisis estructural

3.8.1. Ultracentrifugacion analitica de la proteina TraBA270

Esta técnica se empleo para comprobar el estado oligomérico de nuestra proteina objeto
de estudio: TraBA270. La muestra a analizar se obtuvo a partir de un Gltimo paso de
purificacion a través de un ensayo de gel filtracién en una columna Superdex 200 PC 3.2..
El buffer, a diferencia del utilizado tipicamente en este paso de purificacion, no contenia
glicerol. Los anélisis fueron realizados a una concentracion de enzima de 0,3 mg/ml, en
buffer 50 mM Tris pH 7.5, 200 mM de NaCl, 5 mM MgCl, y 0.001% PMSF. Las muestras
se analizaron en el Servicio de Ultracentrifugacion Analitica del Centro de
Investigaciones Bioldgicas (CIB). Se enviaron a 4°C, sin congelar. Las muestras se
trataron a una velocidad de 40.000 RPM, a 20 °C, en una ultracentrifuga analitica XL-1
(Beckman-Coulter, Inc.). Se emplearon dos sistemas de deteccion dptica, de absorbancia
a 280 nm y de interferencia de Rayleigh mediante el empleo de un rotor An-50Ti. Para la
obtencion de los perfiles de sedimentacion se tomaron medidas cada 60 segundos. Las
distribuciones del coeficiente de sedimentacion fueron calculadas mediante el modelado
de minimos cuadrados de la velocidad de sedimentacion, usando el método de coeficiente
de sedimentacion, que aplico el programa SEDFIT 11.8.

3.8.2. Ensayos de cristalizacion de la proteina TraBA270

Se purificé TraBAN270 (como se indica en la seccion 3.7.1.3. de M&M) y se concentro
en un dltimo paso mediante una columna Hitrap Q 1ml (GE) en buffer 50 mM Tris HCI
pH 7,5, 400 mM NaCl 0,001% (p/v) PMSF y 5% (v/v) Glicerol. Se cuantificaron las
fracciones de enzima mediante un espectrofotdbmetro NanoDrop200 UV-Vis y se
eligieron alicuotas de una fraccion a una concentracion de 18 mg/ml.

Los ensayos de cristalizacion se desarrollaron en placas de 96 pocillos (Hampton),
utilizando el kit JCSG-plus HT-96 (Molecular Dimensions), mediante el método de
difusion de vapor y la técnica de “gota sentada”. Cada pocillo contenia un espacio para la
disolucion precipitante y una pequefia plataforma para la mezcla de proteina (18 mg/ml)
y precipitante. Como disoluciones precipitantes, se emplearon las diluciones presentes en
los 2 Kits de cristalizacion de JCSG-plus HT-96 (Molecular Dimensions). Estos dos Kits,
se emplearon como una primera aproximacion. En cada pocillo de las placas de
cristalizacion, se dispuso un volumen de 50 ul de cada agente precipitante. Y en cada
plataforma de los pocillos, se dispuso una gota de 2 ul de precipitante y proteina,
mezclados en una relacion 1:1. Una vez dispuestos los precipitantes en los pocillos, y las
gotas de precipitante-proteina en las plataformas, se sellaron las placas. A medida que se
evapord el agua en la plataforma, para equilibrar la presion de vapor entre ambas
soluciones, fue aumentando la concentracion de precipitante, y también de proteina. El
aumento gradual en la concentracion de precipitante y proteina, favorecié la constitucién
de nucleos de cristalizacion en algunos casos, dando lugar a pequefios cristales. Se
obtuvieron cristales a 12 % de PEG, 0,1 M de Cacodilato de Sodio, y 0,1 M de Acetato
Calcico, incubando la muestra a 22 °C.
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Una vez tanteadas las condiciones de cristalizacion mediante los kits de cristalizacion de
Hampton, se emplearon otras placas de 24 pocillos, también tipo Hampton. Cada uno de
esos pocillos, contenia una ligera variacion sobre las condiciones Optimas observadas en
la placa de screening inicial (ver seccion 4.2.2.1. de Resultados). Con estas placas, se
pretendio afinar las condiciones de cristalizacion, y obtener cristales de mayor calidad.

3.8.3. Microscopia electrénica

Para microscopia electronica, se emplearon muestras de proteina recién purificada, sin
congelar. Con el fin de trabajar con una muestra de proteina homogénea y monodispersa,
se seleccion6 una de las fracciones del pico de elucion de elevada masa molecular,
correspondiente a un estado oligomérico superior a monémero (ver seccion 4.2.1.1. de
Resultados). La muestra se cuantifico y diluyo a una concentracion de 0,1-0,5 mg/ml y se
aplicd sobre una rejilla de cobre cubierta con carbono (grafito), que fue previamente
activado mediante radiacion de plasma. El dispositivo empleado para la activacion del
carbono fue un Glow-discharge (Emitech K100X). Finalmente, las muestras aplicadas
sobre el carbono activado, se tifieron con 2 % (p/v) de Acetato de Uranilo, incubandose
con él durante 1-2 minutos. Posteriormente, se acerco a un borde de la rejilla un poco de
papel de filtro tipo “Whatman”, con el que se retir6 la dilucion de Acetato de Uranilo por
capilaridad. Se aplicaron varios microlitros de agua destilada sobre la rejilla, y se retiraron
de nuevo gracias al papel de filtro. Esta Gltima operacidon se repitio dos veces mas y, con
ello, la muestra quedo lista para microscopia electrénica.

Las imagenes se tomaron en la Unidad de Microscopia del IDIVAL (Instituto de
Investigacion Marques de Valdecilla, Cantabria). Se grabaron en una camara Gatan
ORISUS SC 1000 CCD, bajo una magnificacion nominal de 120.000 x, en un
microscopio electrénico tipo JEOL-Jem-1011 EX-II a 100 KV. Las micrografias se
obtuvieron a una resolucién final de 2.462 px/pm.
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4.1. Caracterizacion Bioquimica de TraB

TraB es la proteina responsable de la transferencia del plasmido pSVHI1 en el proceso
conjugativo de Streptomyces venezuelae (Vogelmann et al., 2016). Utilizando la energia
derivada de la hidrdlisis de ATP, es capaz de transferir el plasmido conjugativo en forma
de cadena doble de DNA. Para ello, reconoce una secuencia especifica en el plasmido
[secuencia TRS (GACCCGGA)], ubicada en una region de unas 200 pb, llamada regién
clt. El motor se anclaria a la membrana bacteriana como un hexamero, formando un poro
de aprox. 3.1 nm, a través del cual el dSDNA del pldsmido pSVHI es transferido a la
célula receptora (Vogelmann et al., 2011).

Este mecanismo de conjugacion es interesante porque, a diferencia del resto de sistemas
conjugativos entre bacterias, transfiere dsDNA (Thoma et al., 2015). Siendo un
mecanismo conjugativo, presenta una gran similitud con el mecanismo de division celular
bacteriano, en el que también se transfiere el DNA cromosomico a la célula hija a través
del motor molecular FtsK (Lowe et al., 2008) (Massey et al., 2006). Ambos sistemas
presentan ciertas similitudes con el sistema de transferencia de ssDNA en el mecanismo
conjugativo entre bacterias gram negativas a través del motor molecular TrwB (Matilla et
al., 2010). De esta forma, nos propusimos analizar y comparar la actividad de los tres
motores implicados en los tres procesos.

En el caso de TrwB, la presencia de G-quadruplex estimula la afinidad de esta proteina
por el DNA, aumentandola 100 veces. Ademas, favorece la hexamerizacion de la enzima.
Nuestra hipoétesis inicial fue que un fendmeno idéntico pudiera suceder con FtsK y TraB;
siendo ambas proteinas dependientes de las secuencias de DNA KOPS y TRS,
respectivamente (Sivanathan et al., 2006)(Thoma et al., 2012). Ambas secuencias
consisten en fragmentos de DNA de 8 bases ricos en GCs, cuya repeticion consecutiva
estimula la afinidad de ambas enzimas. Analizando estas secuencias se puede constatar
que la repeticion consecutiva de cualquiera de ellas genera fragmentos de DNA cuya
secuencia cumple con la secuencia consenso de formacion de G-quadruplex
intramolecular (G3-s, Ni3, G3-s5, Ni-3, G3-5, Ni-3, G3-5) (Xu et al., 2008). La secuencia
KOPS no s6lo funciona como un sitio de carga. Ademas, indica a FtsK en qué orientacion
debe ensamblarse en torno al dsDNA cromosdmico. Se ha demostrado que varias
secuencias KOPS consecutivas estimulan la interacciéon con dsDNA de forma mas
efectiva (Sivanathan et al., 2006) y, este hecho, nos induce a pensar que FtsK puede estar
reconociendo no sélo secuencia, sino también , estructuras del tipo G-quadruplex. Del
mismo modo, estd demostrado que varias secuencias TRS consecutivas sobre dsDNA
estimulan mejor la capacidad de reconocimiento de TraB (Vogelmann et al., 2011).
Mediante el estudio comparativo de los 3 motores, se pretendia demostrar la implicacién
de la estructura G-quadruplex en la regulacion de su mecanismo molecular, tal como se
habia demostrado para TrwB (Matilla et al., 2010).

Asi como la actividad de FtsK y TrwB ha sido caracterizada, no es el caso de TraB.
Reuther y colaboradores (2006) analizaron la actividad ATPasa de la proteina, pero los
valores obtenidos eran muy bajos y no observaron dependencia de DNA; algo que no se
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esperaba segun el papel asignado a esta proteina. Por este motivo, en este trabajo nos
propusimos llevar a cabo una exhaustiva caracterizacion de la actividad de esta proteina.

4.1.1. Sobreexpresion y Purificacion de TraBAN270 y TraBAN270AC79

TraB posee tres dominios: un dominio N-terminal de union a membrana, un dominio
motor con actividad ATPasa que presenta una gran homologia con el dominio motor de
FtsK y TrwB, y por tltimo, un dominio “winged hélix-turn-helix” (WHTH) o dominio vy,
de reconocimiento de la secuencia GACCCGGA (Vogelmann et al., 2011).

Debido a la dificultad que supone trabajar con una proteina integral de membrana, en esta
tesis se proyectd construir un mutante con el dominio N-terminal delecionado,
TraBAN270. Asi mismo, se decididé construir un mutante similar al anterior, con una
delecion del dominio wHTH de reconocimiento de secuencia (Figura R1). Con ambos
mutantes, se podrian realizar ensayos en paralelo y caracterizar la forma en que el dominio
de reconocimiento de TraB modula la actividad del enzima.

270 772

TraBAN270 l

v psvn [ 0 T
|

270 TraBAN270AC79 693

Figura R1. Representacion esquematica de TraB procedente del plasmido pSVH1
de Streptomyces. Las barras negras representan las hélices transmembrana de la region
N-terminal, utilizando el programa de prediccion de estructura TMHMM
(www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM-2.0). El dominio motor se representa en gris oscuro,
y el dominio C-terminal, (dominio vy), se representa en cuadricula gris. EI mutante
TraBAN270 consiste en una delecion de los primeros 270 residuos de TraB, que contiene
el dominio transmembrana. El mutante TraBAN270AC79 contiene, ademés de la delecion
de la region transmembrana, una delecion de los dltimos 79 residuos de la region C-
terminal, que constituyen el dominio y.

Tal y como se indica en la seccion 3.5.1. (M&M), el clonaje de TraBAN270 y
TraBAN270AC79 se llevd a cabo en el vector pET28a, que permitia la insercion de un
tag de histidinas en el extremo N-terminal, facilitando su purificacién. Se empled el
método de purificacion descrito en la seccion 3.7.1.3. (M&M) para ambas proteinas.

A continuacion, se exponen los resultados obtenidos en el proceso de purificacion de
TraBAN270. En la Figura R2 se muestra un gel al 12 % de acrilamida con las diferentes
fracciones obtenidas tras el empleo de la primera columna usada en esta purificacion, una
columna Histrap HP 5ml (Healthcare).
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Figura R2. Fracciones de TraBAN270 obtenidas tras el primer paso de purificacion.
Ambos geles muestran las fracciones obtenidas tras emplear una columna de afinidad
Histrap HP 5ml (GE Healthcare), con un gradiente de Imidazol de 0 a 500 mM. (a), patrén
de pesos moleculares “SDS-PAGE Standards, Low Range” (Biorad). (b), sobrenadante
obtenido tras lisar y centrifugar las células (5 ul). (c) y (d), fracciones que recogen la
proteina no unida a la columna y la obtenida tras el lavado de la misma (5 ul). El resto de
fracciones (12 -56), corresponden a fracciones seleccionadas sobre el perfil de elucion.

Tras emplear la columna de afinidad Histrap HP de 5ml, se seleccionaron las fracciones
libres de contaminantes, (39 - 51), y se cargaron en una columna Hitrap Q HP 1 ml (GE
Healthcare). El proposito del uso de esta columna era aprovechar este paso de purificacion
para concentrar la muestra. A continuacién, en la Figura R3, se muestra un gel de
acrilamida al 12 % con las fracciones obtenidas:
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Figura R3. Fracciones de TraBAN270 obtenidas mediante el empleo de una columna
de intercambio i6nico Hitrap Q HP 1ml (Healthcare). (a), patron de pesos moleculares
“SDS-PAGE Standards, Low Range” (Biorad). El resto de fracciones (I - 5),
corresponden a fracciones seleccionadas sobre el perfil de elucién.
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Para la purificacion de TraBAN270AC79, se empleo6 el mismo protocolo de purificacion.
Ambas proteinas (TraBAN270 y TraBAN270AC79), con una masa molecular de 56,56 y
48,04 KDa, respectivamente, se obtuvieron en gran cantidad (aproximadamente 10 mg
en cada purificacion) y libres de contaminantes, tal y como se observa en la Figura R4:

97 kD

66,2 kD

—
—
4SkD .
31KkD
21,5 kD

144D .

a 1 2 3 a

Figura R4. Electroforesis en gel SDS acrilamida (12%) de las proteinas TraBAN270 y
TraBAN270AC79. La muestra (a) corresponde al patron de pesos moleculares “SDS-
PAGE, Standards, Low Range”(Biorad). Las calles 1, 2 y 3 corresponden a TraBAN270
(2 pg), TraBAN270AC79 (2 pg), y una mezcla de 1 pg de cada una de las dos proteinas,
respectivamente.

4.1.2. Analisis de la Actividad ATPasa
4.1.2.1. Actividad ATPasa dependiente de DNA

TraB es un motor molecular hexamérico, capaz de transferir DNA de doble cadena en el
proceso conjugativo de Streptomyces (Sepulveda et al., 2011). El proceso es dependiente
del consumo de ATP. Sin embargo, hasta la fecha, no se habia llevado a cabo una
caracterizacion exhaustiva de la actividad ATPasa de este motor ni un andlisis de los
factores que determinan esta actividad. Unicamente se habian descrito valores muy bajos
de actividad, que resultaban incompatibles con el gran consumo de ATP que un motor de
este tipo debe tener para poder transferir el plasmido completo a una bacteria receptora
(Reuther et al., 2006). En estos mismos ensayos, se determind ademas que la actividad de
este motor no era dependiente de DNA (Reuther et al., 2006). Por este motivo, en esta
tesis decidimos probar diferentes condiciones de ensayo y analizar la actividad de la
proteina bajo diferentes pardmetros.

En un medio ligeramente acido (50 mM Pipes pH 6.2, 35 mM NaCl, 5 mM MgAc2, 5 %
glicerol, 0,5 mM Fosfoenolpiruvato, 0,25 mM NADH, 5 mM ATP, 60 pg/ml de Piruvato
Kinasa, 60 pug/ml de Lactato Deshidrogenasa), TraBAN270 presentaba una actividad
basal de 4.200 nmol ATP hidrolizados por minuto y miligramo de proteina. Estos valores
de hidrolisis, diferian mucho del valor previamente publicado (800 nmol ATP * min 1 *
mg™) (Reuther et al., 2006). Probablemente, la diferencia se debe al valor del pH del
medio. Los valores descritos por Reuther y cols. fueron obtenidos a valores altos de pH

(pH 8).
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Posteriormente, y con el fin de comprobar una posible dependencia de DNA, se eligieron
dos oligonucleotidos de 45 bases (oligonucleotidos E y H de la Tabla M5 de M&M). El
oligonucle6tido E no presentaba secuencia especifica ni capacidad para formar estructura
secundaria. El segundo oligonucleotido elegido fue el complementario del anterior
(oligonucleotido H). Ambos oligonucleétidos se hibridaron mediante el protocolo de
formacion de DNA de doble cadena, descrito en la Seccion 3.5.2.1. (M&M). El resultado
fue un DNA doble cadena, de 45 bases, sin secuencia especifica. De esta forma, se dispuso
de 2 sustratos de DNA, un DNA de cadena simple (el oligonucle6tido E) y un DNA de
cadena doble (oligos E y H hibridados). Los resultados de actividad ATPasa obtenidos en
presencia de estos dos sustratos pueden observarse a continuacion, en la Figura R5.

50000 H

* min

-1

40000 -

30000

20000 -

10000

Actividad ATPasa nmol ATP * mg

0 2 4 6 8 10 12 14 16

[ADN] uM bases
Figura R5. Actividad ATPasa de TraBAN270 sobre DNA de cadena sencilla (o) y
DNA de cadena doble (A). Para el ensayo se empleg un buffer ATPasa con 50 mM
Pipes pH 6,2, 35 mM NaCl, 5 mM MgAc.,, 5% (v/v) de Glicerol, 0,5 mM
Fosfoenolpiruvato, 0,25 mM NADH, 5 mM ATP, 60 pg/ml de Piruvato Kinasa, 60 pg/ml
de Lactato Deshidrogenasa y 50 nM de TraBAN270.

Los resultados indican claramente que la actividad ATPasa de la proteina es dependiente
de la concentracion de DNA. Ademas, el sustrato de DNA de doble cadena estimula mejor
la actividad ATPasa de la proteina, lo cual refleja la actividad de esta proteina in vivo,
implicada en transferir dSSDNA. En presencia de este sustrato, la proteina alcanza un valor
de actividad de 50.000 nmol ATP*min*mg™.

4.1.2.2. Actividad ATPasa dependiente del valor de pH

Al igual que ocurre con otros parametros, la actividad de estos motores suele presentar
una elevada dependencia de los valores de pH. La actividad tan baja de TraB descrita
previamente (Reuther et al., 2006), fue analizada a un valor de pH de 8, de forma que nos
planteamos si tal discrepancia al comparar los resultados podria deberse a los valores de
pH en los que se habia ensayado la actividad. Asi, caracterizamos la actividad de la
proteina a diferentes valores de pH.
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Figura R6. Actividad ATPasa de TraBAN270 a diferentes valores de pH. Se empled
una concentracion de 50 nM de TraBAN270 y un sustrato de DNA doble cadena de 45
bases (12 uM pb) (oligos E Y H de la Tabla M5 de M&M). El buffer de reaccién contenia
50 mM de buffer Mes o Pipes en funcién del rango de pH estudiado (Mes en el rango 5,8-
6,2 y Pipes en el rango 6,4-7,0), 50 mM NaCl, 5 mM de MgClz, 5mM ATP, 0,5 mM
fosfoenolpiruvato, 0,25 mM NADH, 5 mM ATP, 60 pg/ml de piruvato kinasa, 60 pg/mi
de lactato deshidrogenasa y 5% (v/v) de glicerol.

Tal y como muestra el histograma, el valor éptimo de pH fue 6,2. A ese valor, y en
presencia de dsDNA, la actividad alcanzaba un valor de 55.000 nmol ATP*min-*mg™.
La actividad de la proteina descendia mucho a valores crecientes de pH, de forma que a
valores superiores a 7 la proteina presentaba muy poca actividad. Estos datos explican
perfectamente la discrepancia de nuestros resultados frente a los valores publicados por
Reuthers et al. (2006).

A partir de este momento, éste fue el valor de pH elegido para seguir evaluando la
influencia del resto de parametros en la actividad de la proteina.

4.1.2.3. Actividad ATPasa dependiente de Mg?* y otras sales

La actividad ATPasa en la familia de motores RecA/AAA* es dependiente de ATP y Mg?*
(Qian et al., 2007)(Lusetti et al, 2003). Por ello, con el fin de caracterizar la actividad de
la proteina y encontrar los parametros 6ptimos de actividad, se ensayo la actividad de la
misma en funcion de cantidades crecientes de Mg?*. Los resultados obtenidos se muestran
a continuacion, en la Figura R7:
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Figura R7. Actividad ATPasa de TraBAN270 frente a concentraciones crecientes de
Magnesio. El buffer de reaccion consistia en 50 mM Mes pH 5,8, 50 mM KCI, 5 mM
ATP, 0,5 mM Fosfoenolpiruvato, 0,25 mM NADH, 5 mM ATP, 60 pg/ml de Piruvato
kinasa, 60 pg/ml de Lactato Deshidrogenasa, 5% (v/v) de glicerol, 50 nM de TraBAN270,
12 uMpp de DNA doble cadena de 45 bases, y concentraciones crecientes de MgClo.

Tal y como muestra la grafica, la actividad de TraBN270 es dependiente de Magnesio,
pero a partir de una concentracion de 5-6 mM, se alcanza el éptimo de actividad. La
actividad observada era mas elevada que la previamente obtenida. La diferencia
fundamental fue la sustitucion de una sal de Na* por una de K, por lo que se decidio
analizar también la influencia de estas sales en la actividad de la proteina.

Al igual que ocurre con el Magnesio, la actividad de la proteina puede verse afectada por
la presencia de otras sales. De esta forma, se decidid evaluar la actividad en presencia de
50 mM de NaCl 6 KClI bajo diferentes valores de pH.
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Figura R8. Ensayo ATPasa de TraBAN270 frente a diferentes valores de pH,
empleando NaCl (panel A) o KCI (panel B). El buffer contenia TraBAN270 (50 nM),
DNA doble cadena de 45 bases (12 uM pb) (oligos hibridados E y H de la Tabla M5 de
M&M), 50 mM del tampon elegido segun el valor de pH estudiado (Mes en el rango 5,8-
6,2 y Pipes en el rango 6,4-7,0), 5 mM ATP, 0,5 mM Fosfoenolpiruvato, 0,25 mM NADH,
5 mM MgAc2, 5 mM ATP, 60 pg/ml de Piruvato kinasa, 60 pg/ml de Lactato
deshidrogenasa, 5% (v/v) de glicerol, y, por Gltimo, 50 nM de NaCl (panel A) 0 50 mM
de KCI (panel B).

Los resultados obtenidos indicaban de nuevo una dependencia del pH sobre la actividad
ATPasa y, a su vez, una dependencia del tipo de sal empleada. Cuando el sodio era
sustituido por potasio en la reaccion, los valores de hidrolisis de ATP se duplicaban, y el
Optimo de pH se desplazaba a un valor de 5,9.

4.1.2.4. Actividad ATPasa dependiente de la secuencia y estructura del DNA

Tras demostrar que la actividad ATPasa en TraB era dependiente de DNA y optimizar las
condiciones de ensayo, se ensayé la actividad de TraBAN270 y TraBAN270AC79 (sin
dominio ) frente a diferentes sustratos de DNA.

Con estos experimentos, se pretendia comprobar si el dominio y, y también las secuencias
TRS del plasmido pSVH1, estaban implicadas en modular la actividad del motor.
Estudios previos con la proteina SpolllE, perteneciente a la misma familia que TraB
(RecA ATPasas), demostraron gue esta proteina reconocia especificamente secuencias de
DNA a través de su dominio y. Ademas, este reconocimiento inducia cambios
estructurales transmitidos desde el dominio y al dominio motor, modulando la actividad
de la enzima y orientandola sobre la secuencia de DNA (Besprozvannaya et al., 2013).

En este estudio se emplearon sustratos de DNA de 65 bases. Los sustratos con secuencia
especifica contenian parte de la secuencia clt del plasmido pSVH1, incluyendo 3
secuencias TRS. Dicha secuencia fue analizada previamente con el programa de
prediccion de estructura QGRS mapper (Kikin et al, 2006) y resultd ser una buena
candidata para la formacion de estructuras G-quadruplex. Por ello, decidimos analizar
también un sustrato rico en “G” capaz de formar estructuras G-quadruplex
intramoleculares. Entre los sustratos dsDNA analizados, ademas del fragmento con la
secuencia clt, se analizaron también sustratos dsDNA que contenian tres copias
consecutivas de las secuencias TRS de 8 pb implicadas en el reconocimiento por el
dominio y (Vogelmann et al., 2011). Estas secuencias se colocaron en orientaciones
distintas con el fin de comprobar si la actividad ATPasa del motor asociada a la
translocacion variaba en funcion de si el motor reconocia la secuencia especifica en
direccion 5°-3°0 bien la inversa, 3"-5’. A continuacion, se muestra una figura con un
esquema de la disposicion de las secuencias TRS en los diferentes sustratos empleados
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GACCCGGA GACCCGGA GACCCGGA
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B 41 pb no especificas TRS TRS TRS
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3’ 5’

AGGCCCAG AGGCCCAG AGGCCCAG

* GACCCGGA GACCCGGA GGCCCGGA
5’ 3
3’ I : 5’
TRS TRS TRS

Figura R9. Representacion esquematica de los sustratos dsDNA de 65 pares de bases
con secuencias TRS utilizados en este estudio. (A), dsSDNA formado a partir de la
hibridacidon de los oligonucle6tidos LL y NN (Tabla M5 M&M). Este fragmento dispone
de 3 secuencias TRS consecutivas orientadas en direccion 5° — 3°. (B), dsDNA formado
a partir de la hibridacion de los oligonucle6tidos OO y QQ (Tabla M5 M&M) . Dispone
de 3 secuencias TRS consecutivas orientadas en direcciéon 3’ — 5°. (C), dsDNA con
secuencia procedente de un fragmento de la region clt del plasmido pSVH1. Elaborado a
partir de la hibridacién de los oligonucleétidos HH y JJ (Tabla M5 de M&M). Dispone
de 3 secuencias TRS dispersas con orientacion 5° — 3’ pero una de ellas es una secuencia
imperfecta (contiene un cambio de una base en relacion a la secuencia TRS, tal y como
es la secuencia en el plasmido).

A continuacién, en el panel A de la Figura R10, se representa una tabla con los 8 sustratos

de DNA empleados para el ensayo ATPasa, y en el panel B, los resultados de actividad
ATPasa obtenidos con cada uno de ellos.
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A

Substratos Descripcion
1 ssDNA de secuencia inespecifica (Oligonucledtido DD)
2 ssDNA con secuencia "clt" (Oligonucledtido HH)
3 ssDNA con secuencia complementariaa "clt" (Oligonucleoétido JT)
4 dsDNA de secuencia inespecifica (Oligonucledtido DD hibridado con FF)
5 dsDNA con secuencia 3XTRS direccidén 5'-3' (Oligonucledtido LL hibridado con NN)
6 dsDNA con secuencia 3XTRS direccidon 3'-5' (Oligonucledtido OO hibridado con QQ)
7 dsDNA con secuencia "clt" (Oligonucledtido HH hibridado con JT)
8 G4-DNA intermolecular (Oligonucledtido RR formando estructura G4 intermolecular)
B
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Figura R10. Actividad ATPasa de TraBAN270 y TraBAN270AC79 frente a
diferentes sustratos de DNA de 65 bases. En el panel A, se representan los 8 sustratos
de DNA empleados para el ensayo ATPasa (sustratos 1-8). Los oligonucle6tidos
empleados para la formacién de los 8 sustratos, son los reflejados en la Tabla M5 (M&M).
En el panel B, se representa la actividad ATPasa de TraBAN270 (barras negras) y
TraBAN270AC79 (barras grises) frente a estos 8 sustratos. Se empled una concentracion
de 50 nM de TraBAN270, frente a los diferentes sustratos de DNA, a una concentracion
final 12 uM de bases o pares de bases. El buffer de reaccion contenia 50 mM Mes pH
6,2, 50 mM NaCl, 5 mM de Cl.Mg, 5mM ATP, 0,5mM fosfoenolpiruvato, 0,25 mM
NADH, 5 mM ATP, 60 pug/ml de piruvato kinasa, 60 pg/ml de lactato deshidrogenasa y
5 % (v/v) de glicerol. Las barras de error representan la desviacion estandar en una media
de 5 experimentos.

Tal y como muestra la figura, se observo que la presencia del dominio y no producia
ningun efecto significativo sobre la actividad ATPasa de TraB; al menos en presencia de
los sustratos de DNA mostrados en la tabla. Con estos experimentos, podemos concluir
que la actividad ATPasa de TraBN270 observada depende exclusivamente del dominio
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motor. La ausencia del dominio y no parece afectar a la actividad de TraB. Contrariamente
a lo observado con la proteina SpolllA de la misma familia (Besprozvannaya et al., 2013),
la presencia del dominio y no incrementa los valores de hidrolisis de ATP en presencia
de su sustrato especifico (secuencias TRS en tdndem o secuencia clt del plasmido
conteniendo las secuencias TRS en el mismo orden en el que se encuentran en el plasmido
pSVH1). La actividad ATPasa observada con los sustratos de DNA de doble cadena con
y sin secuencia especifica (sustratos 4 y 7, respectivamente) fue similar en ambos casos.
Es importante destacar la capacidad de la secuencia clt para estimular la actividad ATPasa
de TraB al emplear sustratos de DNA de cadena sencilla. Cuando se empleaban sustratos
de DNA de cadena sencilla con esta secuencia, los valores de actividad fueron
practicamente similares a los valores de actividad con DNA de cadena doble.

Estos mismos ensayos fueron llevados a cabo con oligonucleétidos 45-mer con las
mismas secuencias sin observarse diferencias significativas en relacion a los resultados
obtenidos con los sustratos de 65 bases.

4.1.3. Ensayos de union a diferentes sustratos de DNA

TraB une secuencias especificas de 8 pb (TRS) en la regién clt del plasmido pSVH1 a
través del dominio y (Vogelmann et al., 2011). Sin embargo, los datos obtenidos en la
seccion anterior no mostraron variaciones en la estimulacion de la actividad ATPasa de
TraB en presencia de este dominio. Por este motivo, se decidid caracterizar la interaccion
de TraBAN270 y TraBAN270AC79 con diferentes sustratos de DNA.

Ensayos de union a ssDNA inespecifico de 45 bases
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Figura R11. Ensayo de interaccion de TraBAN270 y TraBAN270AC79 con ssDNA
de 45 bases de secuencia inespecifica. En los paneles A y B se exponen los resultados
obtenidos para TraBAN270 y TraBAN270AC79, respectivamente. Se empled un buffer
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50 mM Pipes pH 7, 50 mM KCI, 5 mM MgCl2 y 5 % (v/v) de glicerol, en el que se incubo
el oligonucleotido F (Tabla M5 de M&M) a una concentracion 5 nM con concentraciones
crecientes de TraBAN270 y TraBAN270AC79.

Tal y como muestra la Figura R11, en las condiciones ensayadas no se observé interaccion
de TraBAN270 o TraBAN270AC79 con este sustrato de DNA de cadena sencilla de 45
bases.

Ensayos de union a dsDNA inespecifico de 45 bases
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Figura R12. Ensayo de interaccion de TraBAN270 y TraBAN270AC79 frente a
dsDNA de 45 bases de secuencia inespecifica. En el panel A, se exponen los resultados
obtenidos para TraBAN270 y en el panel B, los resultados de TraBAN270AC79. Se
empled un medio con 50 mM Pipes pH 7, 50 mM KCI, 5 mM MgCl, y 5 % (v/v) de
Glicerol, en el que se incubd el sustrato dsDNA de secuencia inespecifica (resultado de
la hibridacion de los oligonucledtidos F y H de la Tabla M5 de M&M), a una
concentracion 5 nM, con concentraciones crecientes de TraB con y sin dominio y.

Tal y como era de esperar, TraBAN270 y TraBAN270AC79 interactuaban con el DNA
doble cadena inespecifico con una afinidad muy baja. En ausencia de ninguna secuencia
TRS, el dominio y no inducia ningun efecto sobre la interaccion de TraB con el DNA.
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Ensayos de unién a dsDNA de 45 bases con tres repeticiones en tandem de la secuencia
TRS en direccion 5’ - 3’

Para este ensayo, se emple6 un sustrato dsSDNA de 45 bases con la secuencia “TRS”
GACCCGGA, repetida tres veces en tandem, y orientada en direccion 5°- 3° formado a

partir de la hibridacion de los oligonucleétidos O y P (Tabla M5 M&M)

A. B.
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Figura R13. Ensayo de interacciéon de TraBAN270 y TraBAN270AC79 frente a
dsDNA de 45 bases con tres repeticiones de la secuencia TRS en direccion 5°-3°. En
el panel A, se exponen los resultados obtenidos para TraBAN270 y en el panel B, los
resultados de TraBAN270AC79. Se empled un medio con 50 mM Pipes pH 7, 50 mM
KCI, 5mM MgCl2 y 5 % (v/v) de Glicerol, en el que se incubd el sustrato dsDNA con
secuencias TRS orientadas en direccion 5°-3” (elaborado hibridando los oligonucleotidos
O y P de Tabla M5 M&M) a una concentracién 5 nM y concentraciones crecientes de
TraB con, y sin dominio y.

Segun los resultados obtenidos, el dominio y favorecia la interaccién de TraB con el
sustrato de DNA doble cadena en presencia de la secuencia TRS. Para TraBAN270 se
obtuvo un valor de kg = 1,8 uM y para TraBAN270AC79 una kg > 5 uM.

Ensayos de union a dsDNA de 45 bases con tres repeticiones en tandem de la secuencia
TRS en direccion 3°-5’°

Para este ensayo, se empled sustrato dsDNA de 45 bases con la secuencia “TRS”
GACCCGGA, repetida tres veces en tandem, y orientada en direccion 3’- 5°, formado a
partir de la hibridacion de los oligonucleétidos R y S (Tabla M5 M&M).
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Figura R14. Ensayo de interacciéon de TraBAN270 y TraBAN270AC79 frente a
dsDNA con secuencia TRS en direcciéon 3°- 5. En el panel A, se exponen los resultados
obtenidos para TraBAN270 y en el panel B, los resultados de TraBAN270AC79. Se
empled un medio con 50 mM Pipes pH 7, 50mM KCI, 5 mM MgCl2 y 5 %(v/v) de glicerol,
en el que se incubd el sustrato dSDNA con secuencias TRS orientadas en direccion 3°-5°
(elaborado hibridando los oligonucledtidos R y S de Tabla M5 M&M) a una
concentracion 5 nM y concentraciones crecientes de TraB con, y sin dominio y.

Los resultados obtenidos fueron similares a los que se obtuvieron con el sustrato de DNA
con la secuencia TRS repetida en tindem en sentido 5°- 3’. Segun estos resultados, el
dominio y favorecia la interaccion de TraB con el sustrato de DNA doble cadena en
presencia de la secuencia TRS. Para TraBAN270, se obtuvo un valor de kg = 2,2 uM y
para TraBAN270AC79, una kg > 5 uM.

Ensayos de union a dsDNA de 45 bases con la secuencia clt procedente del plasmido
pSVH1

Para este ensayo, se emple6 sustrato dsDNA de 45 bases con la secuencia clt, que contiene
tres secuencias “TRS” GACCCGGA dispuestas de forma alterna, en el mismo orden en
el que se encuentran en el plasmido pSVHL1. Este sustrato se confecciond hibridando los
oligonucledtidos Ky L (Tabla M5 M&M).
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Figura R15. Ensayo de interacciéon de TraBAN270 y TraBAN270AC79 frente a
dsDNA con secuencia clt. En el panel A, se exponen los resultados obtenidos para
TraBAN270 y en el panel B, los resultados de TraBAN270AC79. Se empled un medio
con 50 mM Pipes pH 7, 50 mM KCI, 5 mM MgCl2 y 5 % (v/v) de glicerol, en el que se
incubé el sustrato dsSDNA con secuencia clt (elaborado hibridando los oligonucleotidos
Ky L de Tabla M5 M&M) a una concentracion 5 nM y concentraciones crecientes de
TraB, con y sin dominio y.

Segun estos resultados, en presencia del dominio y, TraBAN270 interactuaba con la
secuencia clt (k¢ = 0,98 uM). La afinidad es mas elevada que la presentada por el sustrato
que contiene las tres secuencias TRS dispuestas en tdndem, en cualquiera de sus
orientaciones. En ausencia del dominio y no se observaba interaccion con este sustrato de
secuencia especifica.

Ensayos de unién a DNA G-quadruplex intermolecular de 45 bases
Para este ensayo, se empled sustrato G-quadruplex intermolecular de 45 bases elaborado

a partir del oligonucledtido V (Tabla M5 M&M) mediante el protocolo de formacion G-
quadruplex de la Seccion 3.5.2.3. (M&M).
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Figura R16. Ensayo de interaccion de TraBAN270 y TraBAN270AC79 frente a G4
DNA. En el panel A, se exponen los resultados obtenidos para TraBAN270 y en el panel
B, los resultados de TraBAN270AC79. Se empled un medio con 50 mM Pipes pH 7, 50
mM KCI, 5 mM MgClz y 5 % (v/v) de Glicerol, en el que se incubé el G-quadruplex
intermolecular a una concentracion 5 nM junto a concentraciones crecientes de TraB, con
y sin dominio y.

Los resultados indicaban que el DNA G-quadruplex era el sustrato preferente de ambas
enzimas. La interaccion de TraBAN270 y TraBAN270AC79 con este sustrato G-
quadruplex se caracterizd con unas constantes de afinidad kq = 23 nM y kg = 193 nM,
respectivamente. El aumento en los valores de afinidad para ambas enzimas en relacion
a otros sustratos de DNA (Kg's con un orden o dos de magnitud por debajo de las que
presentan para otros sustratos), sugeria que el dominio motor del enzima era el principal
responsable de la afinidad del motor por este tipo de estructuras. No obstante, ain asi
existe una diferencia de un orden de magnitud entre ambos mutantes, por lo que aunque
podemos decir que el dominio motor del enzima juega un papel importante en el
reconocimiento de este tipo de estructuras en el DNA, el dominio y también es importante
en este reconocimiento. Es importante sefialar que la secuencia de DNA empleada en la
formacion del sustrato G-quadruplex es totalmente inespecifica y no contiene secuencias
TRS o clt implicadas en el reconocimiento por parte del dominio y.

Balance de afinidad de TraBAN270 y TraBAN270A4C79 por los diferentes sustratos de
DNA de 45 bases
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Figura R17. Resumen de Ensayos de afinidad de TraBAN270 y TraBAN270AC79
frente a diferentes sustratos de DNA de 45 bases. El panel de la izquierda, corresponde
a los resultados obtenidos para TraBAN270, y el de la derecha, a los obtenidos para
TraBAN270AC79. Se empled un codigo de colores para los diferentes tipos de sustratos.
Negro (ssDNA), azul (dsDNA) y rojo (DNA G-quadruplex). Para representar los
diferentes tipos de sustratos de dsDNA, se empled un codigo basado en la continuidad de
la linea de interpolacion de valores de cada sustrato. Para el sustrato dsSDNA inespecifico,
se empled una linea continua. Para el sustrato dsSDNA con secuencia TRS orientada en
direccion 5°- 3°, se empleo linea discontinua. Para el sustrato dsDNA con secuencia TRS
orientada en direccion 3°- 5°, se empled una linea de puntos finos y, finalmente, para el
sustrato dsDNA con la secuencia clt, se empled linea gruesa.

Como conclusion, podemos decir que ambas construcciones derivadas de TraB no eran
capaces de reconocer el DNA de cadena sencilla ni tampoco dsDNA de secuencia
inespecifica. TraB, en presencia de su dominio v, reconoce sustratos de DNA que
contienen secuencias TRS con una Kq de 1-2 uM, dependiendo de la disposicion de esas
secuencias TRS en el DNA. Podemos concluir que TraB presenta una mayor afinidad por
la secuencia clt con su disposicién alterna de las tres secuencias TRS, en comparacion
con los sustratos que contienen tres repeticiones en tandem. Curiosamente, en presencia
de G-quadruplex, ain con secuencia inespecifica, ambos motores mostraban una elevada
afinidad por este sustrato (Kg-traBan270 = 23 NM 'y Kg-traBan270ac79= 193 nM), indicando
que el dominio motor de la proteina es el principal responsable en el reconocimiento de
este sustrato.

Ensayos de union a ssDNA de 65 bases con secuencia clt
Para estos ensayos, se empled como sustrato el oligonucledtido Il (Tabla M5 M&M),

extraido de la region clt del plasmido pSVHL1. A priori, este oligonucleétido presenta
potencial para formar G-quadruplex intramolecular por su secuencia rica en GC.
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Figura R18. Ensayo de interaccion de TraBAN270 y TraBAN270AC79 frente a
sSDNA de 65 bases con secuencia clt. En el panel A, se exponen los resultados obtenidos
para TraBAN270 y en el panel B, los resultados de TraBAN270AC79. Se emple6 un
medio con 50 mM Pipes pH 7, 50 mM KCI, 5 mM MgCl. y 5 % (v/v) de glicerol, en el
que se incubo el oligonucledtido Il (Tabla M5 de M&M) a una concentracion 5 nM con
concentraciones crecientes de TraBAN270 y TraBAN270AC79.

Estos datos reflejan una débil interaccion de TraB, a través de su dominio y, con el sustrato
que contiene la secuencia clt en forma de cadena sencilla.

Ensayos de union a ssDNA de 65 bases con secuencia complementaria a la secuencia
clt

Para estos ensayos, se empled como sustrato de ssDNA de 65 bases al oligonucleétido

KK (Tabla M5 M&M), complementario de la secuencia clt, y a priori, también con
potencial para formar G-quadruplex intramolecular por su secuencia rica en GC.
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Figura R19. Ensayo de interacciéon de TraBAN270 y TraBAN270AC79 frente a
sSDNA de 65 bases con secuencia complementaria a clt. En el panel A, se exponen los
resultados obtenidos para TraBAN270 y en el panel B, los resultados de
TraBAN270AC79. Se emple6 un medio con 50 mM Pipes pH 7, 50 mM KCI, 5 mM
MgCl2 y 5 % (v/v) de glicerol, en el que se incubd el oligonucledtido KK (Tabla M5 de
M&M) a una concentracion 5 nM con concentraciones crecientes de TraBAN270 y
TraBAN270AC79.

Los resultados fueron similares a los obtenidos en presencia del fragmento de ssDNA de
65 bases con la secuencia clt.

Ensayos de unién a dsDNA de 65 bases con secuencia clt

Para este ensayo, se empled sustrato dsDNA de 65 bases con la secuencia clt,
confeccionado hibridando los oligonucleétidos Il 'y JJ (Tabla M5 M&M).
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Figura R20. Ensayo de interaccion de TraBAN270 y TraBAN270AC79 frente a dsSDNA
de 65 bases con la secuencia clt. En el panel A, se exponen los resultados obtenidos para
TraBAN270 y en el panel B, los resultados de TraBAN270AC79. Se empled un medio
con 50 mM Pipes pH 7, 50 mM KCI, 5 mM MgCl. y 5 %(v/v) de Glicerol, en el que se
incub6 el DNA doble cadena (elaborado mediante la hibridacién de los oligonucleétidos
I1'y JJ Tabla M5 de M&M) a una concentracién 5 nM con concentraciones crecientes de
TraBAN270 y TraBAN270AC79.

Segun estos resultados, la secuencia clt es capaz de estimular la interaccién de TraB con
DNA a través del dominio y. Sin embargo, la afinidad observada se caracteriza por una
ka > 5 uM, un valor superior al obtenido con el sustrato de 45 bases.

Ensayos de unién con una muestra que contiene ssDNA de 65 bases con secuencia clt
y su ssDNA complementario (sin tratamiento de hibridacion)
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Figura R21. Ensayo de interacciéon de TraBAN270 y TraBAN270AC79 frente a
mezcla de 2 oligonucleétidos de DNA de 65 bases, el oligonucledtido Il con la
secuencia clt, y el oligonucledtido KK, su complementario. En el panel A, se exponen
los resultados obtenidos para TraBAN270 y en el panel B, los resultados de
TraBAN270AC79. Se empled un medio con 50 mM Pipes pH 7, 50 mM KCI, 5 mM
MgCl. y 5 %(v/v) de glicerol, en el que se incubaron a los 2 oligonucledtidos HH e JJ
(M5 de M&M) a una concentracion de 2,5 nM cada uno, con concentraciones crecientes
de TraBAN270 y TraBAN270AC79.

El resultado obtenido con TraBAN270 se caracterizo con una constante de afinidad Kq¢=
27 nM, similar a la obtenida con sustratos de DNA de 45 bases G-quadruplex en presencia
del dominio y. Este resultado es muy diferente al obtenido tras hibridar previamente
ambos oligos y formar un sustrato de doble cadena. Por tanto, este resultado es muy
interesante y puede sugerir que TraB, a través de su dominio vy, puede reconocer
simultaneamente dos hebras de una horquilla de dsDNA abierta. Las dos hebras, al
separarse, podrian formar una estructura secundaria del tipo G-quadruplex.

Aunque es necesario llevar a cabo mas experimentos para poder extraer conclusiones mas
solidas, los resultados obtenidos en esta tesis parecen indicar que TraB reconoce con
elevada afinidad estructuras secundarias en el DNA que se formarian en la secuencia clt
del plasmido; estructuras que para su formacion requeririan una previa separacion de
hebras y que explican la elevada afinidad de TraB por la mezcla de estos dos nucledtidos
sin hibridar (en el protocolo de hibridacion se perderian estas estructuras).

4.1.4. Ensayos de translocacion sobre diferentes sustratos de DNA
TraB, en forma hexamérica y anclada a lamembrana de la bacteria donadora, debe formar

un poro que le permita translocar dsDNA plasmidico (Vogelmann et al., 2011), con el fin
de conseguir la transferencia completa del plasmido en el proceso conjugativo.
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De acuerdo a la estructura hexamérica de TraB, para el desplazamiento, el DNA debe
atravesar el canal central. EI didmetro del canal central de TraB, equivalente a 3 nm
(Thoma & Muth, 2012), permitiria el paso de DNA de doble cadena.

En el trabajo que se presenta aqui, se pretendia estudiar el desplazamiento de TraBAN270
sobre el DNA vy caracterizar este mecanismo en funcién de los diferentes sustratos de
DNA. Este estudio, se desarroll6 mediante el empleo de ensayos de translocacion.

Para los ensayos de translocacion se prepararon diferentes sustratos de DNA marcados
con Fluoresceina y Biotina. La Fluoresceina permitia revelar el sustrato de DNA en un
gel mediante el empleo de un escaner de Fluorescencia. La Biotina, unida a Estreptavidina,
suponia un volumen extra adherido a la molécula de DNA, es decir, un obstaculo en la
translocacion de DNA a través del poro de la proteina hexamérica. La unién
Estreptavidina-Biotina, es la unién no covalente mas fuerte que se conoce en la naturaleza,
de forma que si TraB es capaz de translocar sobre una molécula de DNA con la suficiente
fuerza, provocaria la disociacion de la la unién Estreptavidina-Biotina en ese movimiento
de translocacion. Este ensayo se ha llevado a cabo con éxito en el caso de otros motores
moleculares para demostrar su actividad de translocacién; por ejemplo, con el motor Dda
(Byrd et al., 2006). Ademas, colocando el marcaje de biotina en los diferentes extremos
del DNA, se puede analizar la direccion de translocacion (5-3° 6 3"- 57).

El ensayo se configuré como se describe en la seccién 3.7.7. de M&M. A continuacion,
en la Figura R22, se representa un esquema de un ensayo de translocacién hipotético.
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Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4

(O Fluoresceina

. Biotina
O Estreptavidina

Figura R22. Representacion esquematica de un ensayo de translocacion. En el
margen izquierdo del gel, aparecen representadas dos moléculas de DNA marcadas con
Fluoresceina en el extremo 57y con Biotina en el extremo 3". La molécula superior
aparece hibridada con Estreptavidina y la inferior, sin ella. En el dibujo, el rectangulo
representa el gel y las diferentes lineas indican la posicion correspondiente a las bandas
de retardo en el gel. (1), DNA marcado con Biotina y Fluoresceina. (2), DNA marcado
con biotina e incubado con estreptavidina. (3), DNA marcado e hibridado con
estreptavidina, tras ser incubado con una enzima capaz de translocar DNA y disociar la
unién Estreptavidina-Biotina. (4), similar a la muestra 3, pero empleando un enzima
incapaz de deshacer la union Estreptavidina-Biotina.

Para los ensayos con TraBAN270, se emplearon 4 tipos de sustratos de 45 bases de
longitud. A continuacidn, se muestran los resultados obtenidos:

Ensayos de translocacion deTraBAN270 sobre ssDNA de 45 bases con biotina en el
extremo 3’

Aunque el sustrato bioldgico de TraB corresponde a DNA plasmidico de doble cadena,
se decidié a ensayar también la translocacion sobre DNA de cadena sencilla. Se empled
un sustrato de DNA de una longitud de 45 bases. La Fluoresceina se dispuso en el extremo
5’, y la Biotina, en el 3’ (oligonucledtido G de Tabla M5 de M&M). Con esta disposicion,
pretendia estudiarse la translocacion de TraB en direccion 5°-3°. Los resultados obtenidos
pueden observarse a continuacion, en la Figura R23.
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+ + + + ssDNA(5nM)
+ + + Estreptavidina (500 nM)
+ 4+ TraBAN270 (600 nM)
+ ATP (5 mM)

Figura R23. Ensayo de translocacion de TraBAN270 frente a DNA de cadena
sencilla con secuencia inespecifica. Se empled un buffer de reaccién con 50 mM Pipes
pH 6,2, 50 mM KCI, 5 mM MgCl. y 5 % (v/v) de glicerol. (1), Oligonucleotido G (Tabla
M5 de M&M). (2), Oligonucledtido G incubado previamente con estreptavidina durante
10 min en bafio de hielo. (3), Muestra 2 tras afiadir TraBAN270 (600 nM) e incubar
durante 10 min a 37°C. (4), Similar a la muestra anterior pero afiadiendo ATP (5 nM) a
la mezcla de incubacion. Tras llevar a cabo el protocolo descrito para cada muestra, la
reaccion se detuvo con un buffer similar que contenia ademas Proteinasa-K (0,2 mg/ml).

Bajo estas condiciones, TraBAN270 no fue capaz de desplazar la estreptavidina unida en
el extremo 3"del oligonucleé6tido G. Si bien es cierto que puede apreciarse una pequefia
banda sin estreptavidina, esta banda también se observa en el control correspondiente a
la muestra 3, donde no se ha afiadido ATP. Es decir, la interaccion de TraBAN270 con el
DNA, desplaza una pequefia cantidad de Estreptavidina.

Ensayos de translocacion de TraBAN270 sobre dsDNA de 45 bases con Biotina en el
extremo 3’ de una de las hebras del DNA.

Para este ensayo, se empled sustrato dsDNA de 45 bases de secuencia inespecificia,
confeccionado hibridando los oligonucleétidos G y H (Tabla M5 M&M).

I 2. 3. 4

P
+ + + + dsDNA(0,22 uM)
+ + + Estreptavidina (0,44 uM)
+ + TraBAN270 (50 nM)
+  ATP (5 mM)
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Figura R24. Ensayo de translocacion de TraBAN270 frente a DNA doble cadena de
secuencia inespecifica. Se empleé un medio con 50 mM Pipes pH 6,2, 50 mM KClI, 5
mM MgCl2 y 5 %(v/v) de glicerol. En el ensayo, se empled DNA de cadena doble de 45
bases, formado tras hibridar los oligonucledtidos G y H (Tabla M5 de M&M). (1),
sustrato dsDNA. (2), sustrato dsDNA incubado 10 minutos en bafio de hielo con
estreptavidina. (3), similar a la muestra 2 y ademas, con 50 nM de TraBAN270 e incubado
10 minutos mas a 37°C. (4), similar a la muestra 3 pero incubando ademas con ATP (5
nM) durante 10 minutos a 37°C. Tras llevar a cabo el protocolo descrito para cada muestra,
la reaccion se detuvo con un buffer similar que contenia ademas Proteinasa-K (0,2 mg/ml).

El resultado fue similar al observado con DNA de cadena sencilla. Bajo estas condiciones,
no podemos concluir si el problema es que TraBANZ270 no es capaz de translocar sobre
estos sustratos (SSDNA 6 dsDNA) o si el problema es que el motor no es capaz de hacerlo
con la suficiente fuerza como para disociar la union Estreptavidina-Biotina.

Finalmente, se integraron 4 tipos de sustratos en un mismo ensayo de translocacion. Por
una parte, se ensayaron dos tipos de sustratos sSDNA de secuencia inespecifica con el
marcaje en extremos opuestos (oligonucleotidos G y T de la Tabla M5 M&M). De este
modo, se pretendia comprobar si el motor translocaba en una direccion determinada.
Ademas, se empled un sustrato dsDNA inespecifico con estreptavidina unida en el
extremo 3°, con el fin de comprobar una translocacién en direccion 5°-3°
(oligonucleotidos G y H de la Tabla M5 hibridados). El ultimo sustrato ensayado fue
G4DNA, marcado con estreptavidina en el extremo 3° para comprobar si existia
translocacion sobre G4DNA en direccion 5°-3” (oligonucledtido W tratado previamente
con el protocolo de formacién de estructuras G4 intermolecular descrito en la seccion
3.5.2.3. M&M).

Los resultados obtenidos pueden observarse a continuacion, en la Figura R25:
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A

Substrato Descripcion
a ssDNA inespecifico: Fluoresceina en 5'y Biotina en 3' (oligonucleotido G)
b ssDNA inespecifico: Fluoresceina en 3'y Biotina en 5' (oligonucleétido T)
c dsDNA inespecifico: Fluoresceina en 5'y Biotina en 3' (oligonucledtidos G y H hibridados)
d G4DNA: Fluoresceina en 5'y Biotina en 3' (oligonucleétido W)

1 2 34 5 6 7 89

Wil WU
,a
-~ -
+ + o+ 4+ ssDNA  “a” (25nM)
+ ssDNA “b” (25nM)
+ + dsDNA “c” (25 nM)
+ + G4DNA “d” (25nM)
+ + + + + o+ Estreptavidina (1 M)
+ DDA (300nM)

+ + + +  TraBAN270 (1 uM)
+ + + + +  ATP(5mM)

Figura R25. Ensayo de Translocacion de TraBAN270 sobre sustratos ssDNA,
dsDNA y G-quadruplex de 45 bases. El Panel A representa las muestras de DNA de 45
bases empleadas. Los oligonucle6tidos empleados para formar los sustratos, mostrados
entre paréntesis, son los reflejados en la Tabla M5 de M&M. El Panel B muestra los
resultados del ensayo de translocacion. Para dicho ensayo, se emple6 un medio con con
50 mM Pipes pH 6,2, 50 mM KCI, 5 mM MgCl> y 5 % (v/v) de glicerol. (1), sustrato
ssDNA de cadena sencilla “a”. (2), sustrato dsSDNA “c”. (3), sustrato DNA G-quadruplex
“d”. (4), sustrato “a” incubado con estreptavidina. (5), similar a (4) pero incubado ademas
con el motor DDA y ATP. Esta calle suponia un control positivo de la translocacion. (6),
Sustrato “a” con Estreptavidina, incubada con TraBAN270 y ATP. (Las muestras 7, 8 y
9 corresponden a muestras de TraB incubadas con los sustratos b, ¢ y d, respectivamente,
en presencia de estreptavidina y ATP.

Aunque al observar la muestra 8 pudiera entenderse que ha habido desplazamiento de
Estreptavidina, no es asi, esta banda ténue corresponde a Estreptavidina desplazada al
interactuar TraBAN270 con el sustrato (ver experimento similar, en la seccion anterior,
utilizando los mismos oligonucleétidos). Por tanto, en todas las condiciones ensayadas,
TraBAN270 no era capaz de translocar ninguno de los sustratos con la suficiente fuerza
para disociar la interaccion Estreptavidina-Biotina.
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4.2. Caracterizacion estructural de TraB

4.2.1. Analisis del estado oligomérico
4.2.1.1. Filtracion en gel de TraBAN270

Se llevo a cabo un ensayo de filtracion en gel, en una columna Superdex 200 PC 3.2/30
(GE Healthcare), para obtener una primera aproximacion del estado oligomérico de
TraBAN270. Para asegurar una buena integridad proteica, se emple6 muestra recién
purificada (segun el protocolo de purificacion descrito en la Seccion 3.7.1.3. de M&M).
La columna Superdex 200 PC 3.2/30 fue previamente equilibrada con buffer Tris HCI 50
mM pH 7,5, NaCl 200 mM, MgCl.> 5 mM, PMSF 0,001 % (p/v) y glicerol 5% (v/v). El
resultado se muestra a continuacion, en la Figura R26:
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Figura R26. Ensayo de filtracion en gel de TraBAN270 (50 uM). La fase movil
empleada en el ensayo consistio en buffer Tris HCI 50 mM pH 7,5, NaCl 200 mM, MgCl:
5 mM, PMSF 0,001 % (p/v) y glicerol 5% (v/v). Se empled una columna Superdex 200
PC 3.2/30.

La mayor proporcion de TraBAN270 eluia a 1,45 ml, y una pequefia proporcion de
proteina a 0,95 ml. Para determinar la masa molecular correspondiente a ambos
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volUimenes de elucion, se confecciond una recta patrén con 4 proteinas de masa molecular
conocida. Las cuatro proteinas se sometieron a filtracion en gel en el mismo buffer
empleado para la muestra de TraBAN270. Los volimenes de elucion (Ve) obtenidos para
las cuatro proteinas fueron: Tiroglobulina (660 KDa) 1,03 ml, Ferritina (440 KDa) 1,19
ml, Catalasa (220 KDa) 1,37 ml, y Albumina lactica (69 KDa) 1,51 ml. La recta patron
obtenida se muestra a continuacion, en la Figura R27:
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Figura R27. Recta patron de masas moleculares confeccionada con Albumina
Léctica, Catalasa, Ferritina, y Tiroglobulina. El buffer empleado consistié en Tris HCI
50 mM pH 7,5, NaCl 200 mM, MgCl, 5 mM, PMSF 0,001 % (p/v) y glicerol 5% (v/v).
Se emple6 una columna Superdex 200 PC 3.2/30.

La ecuacion de la recta patron obtenida se describe a continuacion:

F(x) = -1250,33 (KDa/ml) x + 1946,36 (KDa)
(R?= 0,9970)

Al interpolar en la recta patron el volumen de elucion mayoritario para la muestra de
TraBAN270, equivalente a 1,45 ml, se obtuvo una masa molecular (MW) aproximada de
134 KDa. Teniendo en cuenta que la MW tedrica de TraBN270 es de 56,56 KDa, la MW
calculada de la muestra corresponde aproximadamente a un dimero de proteina. Al
interpolar el volumen de elucion de la poblacion de TraBAN270 minoritaria, equivalente
a 0,95 ml, se obtuvo una masa molecular en tornoa 800 KDa. No obstante, este volumen
de elucidon esta muy cercano al volumen vacio de la columna y, por lo tanto, la MW
estimada con esta columna podria estar muy lejos de la MW real de la muestra.

Desde el punto de vista de esta tesis, nos interesaba la poblacion de TraBAN270 en estado
oligomérico. TraB in vivo funciona como un motor molecular en estado oligomérico, al
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menos hexamérico (Vogelmann et al., 2011). Por tanto, era importante conocer las
condiciones de oligomerizacion.

Se modificaron las condiciones para aumentar la proporcion de TraBAN270 en estado
oligomérico. Se vario el pH (6,2-7,5), la concentracion de NaCl (100-200 mM), MgCl:
(0-5 mM) y por ultimo, se suprimié el glicerol.

En la Figura R29, se muestra el resultado de un ensayo de filtracion en gel realizado sobre

una muestra de TraBAN270 recién purificada. El buffer de carga empleado, fue similar
al empleado anteriormente, sin glicerol.
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Figura R28. Ensayo de filtracion en gel sobre TraBAN270 (50 pM). La fase movil
empleada en el ensayo, contuvo Tris HCI 50 mM pH 7,5, NaCl 200 mM, MgCl. 5 mM,
y PMSF 0,001 % (p/v). Se empled una columna Superdex 200 PC 3.2/30.

Como puede observarse, bajo estas condiciones, la proporcion de poblacion oligomérica
y de dimero de TraBAN270 aparecian invertidas, obteniendose practicamente todas las
particulas en estado oligomérico. Es importante sefialar que la muestra de partida era
diferente, por lo que con los datos de los que disponemos no podemos concluir si el
cambio en el estado oligomérico esta afectado por la presencia de glicerol o bien se trata
de una dependencia de la concentracion inicial de partida de la proteina.

En cualquier caso, tal y como se ha indicado anteriormente, este volumen de elucion en

una columna Sx200 esta muy cercano al volumen vacio de la columna y, por lo tanto, la
MW estimada con esta columna podria estar muy lejos de la MW real de la muestra. Por
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ello, se decidié emplear una columna Superosa 6, con mayor capacidad de resolucion de
complejos de mayor masa molecular.

Tras el Gltimo paso de purificacion de TraBAN270, después de concentrar la muestra con
la columna HiTrap Q 1 ml (GE Healthcare) (Seccion 3.7.1.3. de M&M), se cargaron 100
ul de muestra a una concentracion de 3.3 mg/ml en una columna Superosa 6 10/300 GL
(GE Healthcare) previamente equilibrada en buffer 50 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 1

mM DTT, 5% glicerol y 0.001 % PMSF. El resultado puede observarse a continuacion,
en la Figura R29:
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Figura R29. Ensayo de filtracion en gel sobre TraBAN270 (58,9 uM). La fase movil
empleada en el ensayo consistia en 50 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM DTT, 5%
glicerol y 0.001 % PMSF. Se emple6 una columna Superosa 6 10/300 GL.

Previamente, se cargaron en la columna Superosa 6 10/300 GL los patrones de MW,
obteniéndose los siguientes voliumenes de elucion (Ve): Tiroglobulina (660 KDa) 11,63

ml, Apoferritina (440 KDa) 13,34 ml, B-Amilasa (200 KDa) 14,3 ml y Alcohol
Deshidrogenasa (150 KDa) 14,79 ml.
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Figura R30. Recta patron de masas moleculares confeccionada con las proteinas
Alcohol Deshidrogenasa, B-Amilasa, Apoferritina, y Tiroglobulina. EI buffer
empleado consistia en 50 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM DTT, 5% glicerol y
0,001 % PMSF. Se empled una columna Superosa 6 10/300 GL.

La ecuacion de la recta patrén obtenida se describe a continuacion:

F (x) = 2663 (KDa) - 170 (KDa/ml) x
(R2= 0,9800)

Interpolando el valor del del volumen de elucion del oligdmero (Ve = 9,09 ml) se obtuvo
una MW estimada equivalente a 1120 KDa (aprox. 23-24 mondmeros).

4.2.1.2. Ultracentrifugacion analitica de TraBAN270

Se decidio llevar a cabo un ensayo de ultracentrifugacion analitica sobre TraBAN270.
Con ello, se pretendia estudiar de forma mas exhaustiva su estado oligomérico.

Se empled el método de velocidad de sedimentacion. En este tipo de experimentos, las
macromoléculas se someten a un campo centrifugo elevado, tal que la fuerza de
centrifugacion es mayor que la de difusion, por lo que existe un transporte neto de
material hacia el fondo de la celda. Es un método hidrodindmico de transporte, que
permite fraccionar las macromoléculas en base a las diferencias en su coeficiente de
sedimentacion (dependiente de la masa, la densidad y la forma de la macromolécula).

Se emple6 muestra sin glicerol, puesto que en la medida de lo posible se recomienda
eliminarlo de la muestra en este tipo de experimentos. El ensayo se llevd a cabo bajo la
direccion de los Doctores German Rivas, Carlos Alfonso Botello y Juan Roman Luque,
en el Laborarorio de Ultracentrifugacion Analitica e Interacciones Macromoleculares
(LUAIM) del CIB (CSIC).
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Los resultados que se obtuvieron pueden observarse a continuacion, en la Figura R31.
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Figura R31. Resultados obtenidos a partir de un ensayo de ultracentrifugacion
analitica mediante el método de velocidad de sedimentacion. Se analizo6 una muestra
de TraBAN270 (0,27 mg/ml) en buffer 50 mM Tris pH 7,5, 200 mM de NaCl, 5 mM
MgCl> y 0,001% PMSF, obtenida a partir de un ensayo de filtracion en gel en una
columna Superdex 200 PC 3.2/30. La muestra procede de la fraccion de elevada MW
(Ve= 0,95 ml). El envio de la muestra se realizo a 4°C, sin congelar. En la figura se
representa el perfil de ultracentrifugacion de la muestra, donde aparecen las diferentes
subpoblaciones oligoméricas obtenidas, caracterizadas por un coeficiente de
sedimentacion expresado en unidades Svedberg (S). Ademas, entre paréntesis, aparece
reflejado el tamafio de la subpoblacion a la que pertenecen, expresado en porcentaje.

Tal como se observa en la Figura R32, se obtuvieron diferentes subpoblaciones
oligoméricas, con un valor de MW estimado que puede verse a continuacion, en la Figura
R33:

Subpoblacién Coeficiente Sedimentacion (S) MWestimada (Da)

1(1,1 %) 5,6 115.000

2 (2,6 %) 34,3 1.730.000
3 (5,8 %) 39 2.110.000
4 (30,6 %) 43,7 2.490.000
5 (27,6 %) 47,4 2.810.000
6 (14,2 %) 496 |
7 (1,3 %) 56,9 3.700.000

Figura R32. Subpoblaciones oligoméricas obtenidas por ultracentrifugacion
analitica de una muestra de TraBAN270. Se representan las subpoblaciones
oligoméricas obtenidas de la muestra de TraBAN270 del ensayo anterior junto al
porcentaje que representa dicha subpoblacion con respecto al total. Tambien se expone el
coeficiente de sedimentacion asociado a cada subpoblacion expresado en unidades
Svedberg (S) y la MW estimada.

Probablemente, la eliminacion de glicerol del buffer haya afectado a la estabilidad de la
proteina, favoreciendo su agregacién. Esto explicaria los coeficientes de sedimentacion
tan elevados que presenta la muestra en el analisis. No obstante, cabe destacar 2 picos, el
pico de 5,6 S, que es compatible con la masa del dimero de TraBAN270 y el pico de 34,3
S, compatible con 24 unidades de TraBAN270. A pesar de obtenerse en porcentajes muy
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pequerfios, estos valores son compatibles con el resultado obtenido por gel filtracion en la
columna Superosa 6 10/300 GL.

4.2.2. Analisis estructural

Aunque la estructura de TraB no estd resuelta a nivel atdmico, si se han obtenido
micrografias de la proteina sin el dominio N-terminal transmembrana por tincion negativa
(Vogelmann et al., 2011). En el trabajo llevado a cabo por estos autores, observaron que
TraB en disolucion adoptaba una conformacion hexamérica, como otros motores con
funcion ATPasa de la familia FtsK/RecQ, tales como TrwB, la proteina acopladora de
R388 (Gomis-Ruth et al., 2001) o FtsK (Massey et al., 2006).

A. B.

11,8 nm

12 nm

Figura R33. Microscopia electronica de TraBAN270 y modelo molecular hexamérico
dels dominio motor de TraB. En el panel A, se observa una media de imégenes 2D
tomadas sobre una muestra de TraBAN270. En el panel B, se muestra un modelado
molecular hexamérico construido a partir del dominio motor de TraB tomando como
referencia la estructura del dominio motor de FtsK de P. aeruginosa (PDB ID: 21UU).
Figuras tomadas de Vogelmann et al., (2011).

La microscopia electrénica llevada a cabo con TraBAN270 s6lo proporciona informacion
a baja resolucién (Vogelmann et al., 2011) y, por lo tanto, sigue sin existir informacién
sobre el dominio y acoplado al dominio motor en esta familia de proteinas. Existe una
gran controversia sobre la conexion entre ambos dominios y la forma en la que la unién
al DNA transmite la informacion al dominio motor para iniciar la translocacion. Por este
motivo, nos propusimos un abordaje estructural.

4.2.2.1. Cristalizacion de TraBAN270

Se intent0 cristalizar muestra de TraBAN270. Se pretendid obtener cristales de calidad
suficiente para poder someterlos a difraccion de rayos X.

Tras purificar TraBAN270, se eligieron las fracciones mas concentradas, con valores
superiores a 10 mg/ml, y los ensayos de cristalizacion se desarrollaron en placas de 96
pocillos, tipo “Hampton” (Greiner Bio-One Itd, Stonehouse, UK), mediante el método de
difusion de vapor y la técnica de “gota sentada”, con el kit de cristalizacion JCSG-plus
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HT-96 (Molecular Dimensions). A continuacion, en la Figura R34, se muestra una
imagen con cristales de TraBAN270 obtenidos mediante esta técnica.

Figura R34. Fotografia de cristales obtenida en los ensayos de cristalizacion de
TraBAN270. Tras purificar la proteina, se eligieron fracciones con una concentracion 18
mg/ml. Estos cristales con forma de aguja fueron obtenidos con la condicion E11 del kit
JCSG-plus HT-96 (Molecular Dimensions). Esta solucion contenia un 14 % de PEG 8000,
0,1 M de Cacodilato de Sodio, 0,16 M de acetato calcico y 20 % de glicerol. Estos cristales
se obtuvieron a partir de dicha muestra tras 24 horas de incubacién a 22° C.

Posteriormente, se probaron variantes en torno a esas condiciones. Se varié el tipo de
PEG y el porcentaje, asi como la concentracion de Cacodilato de Sodio y Acetato Calcico.
Lamentablemente, todos los cristales obtenidos tenian forma de aguja y carecian de la
calidad suficiente para ser sometidos a difraccion de rayos X.

4.2.2.2. Microscopia electrénica de TraBAN270

Como se ha mencionado en la seccidon anterior, en estudios previos de microscopia
electrénica, las imagenes obtenidas mostraban una estructura hexamérica de TraB, con
un diametro de 12 nm y un tamafio de poro de 3,1 nm (Vogelmann et al., 2011). Este
tamafio de poro, era consistente con la funcidn biolégica de TraB, cuya funcion es
translocar DNA de doble cadena en la conjugacion de Streptomyces venezuelae.

En esta tesis, se pretendio analizar con mas detalle la estructura de TraBAN270 sola 'y en
presencia de diferentes sustratos de DNA. El objetivo era observar si se apreciaban
diferencias en la conformacion hexamérica de TraB en presencia de determinadas
estructuras de DNA.

TraBAN270 fue purificada segun el método descrito en la seccion 3.7.1.3. (M&M). Una
alicuota de proteina a 8,9 mg/ml se someti6 a filtracion en gel en una columna Superdex
200 PC 3.2 en buffer Tris HCI 50 mM pH 7,5, NaCl 200 mM, MgCl2 5 mM, y PMSF
0,001 % (p/v). Se seleccion6 una muestra de enzima en estado oligomérico y se disolvio
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hasta una concentracion de 0,01 mg/ml. EI método empleado para preparar muestras para
microscopia electronica fue el descrito en la seccion 3.8.3. (M&M).

A continuacién, se muestra un ejemplo de las micrografias obtenidas por el Dr. Ignacio
Arechaga en un microscopio tipo JEOL-Jem-1011 EX-II, a una resolucion 2.462 px/um.

Figura R35. Microscopia electrénica sobre la fraccion oligomérica de TraBAN270.
Muestra procedente de eluido proteico de una columna cromatografica de exclusion
molecular Superdex 200 PC 3.2/30 (GE Healthcare). En el Panel superior, se expone una
imagen tomada sobre la muestra de TraBAN270, tefiida con Acetato de Uranilo y
micrografiada mediante microscopia electronica como se describe en la seccion 3.8.3.
(M&M). En el panel superior, también se indica una barra que representa una longitud
equivalente a 500 nm. En el panel inferior, se muestran 16 clases, obtenidas tras
seleccionar, alinear y clasificar todas las imagenes de las particulas observadas mediante
microscopia electronica.

Tal y como se observa en la Figura R35, lo mas destacable de las imagenes es que la
muestra es monodispersa y homogénea, observandose la formacion de unas estructuras
cruciformes, muy recurrentes. El tamafio aproximado de estas estructuras cruciformes era
de 22 nm en las dos dimensiones, el doble del didmetro obtenido en estudios previos de
este motor en estado hexamético (Vogelmann et al., 2011).

Como conclusion, podemos decir que en las condiciones de purificacion de TraBN270
empleadas en esta tesis, el motor forma estructuras oligoméricas de gran tamarfio (superior
al hexamérico previamente descrito). Aunque la técnica de andlisis por filtracion en gel
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en una columna Superdex 200 no permitié obtener una MW aproximada del complejo
por eluir éste en un volumen cercano al volumen vacio de la columna, la sustitucién de
una columna Superdex 200 por una Superosa 6 si permitio acercarnos a una estimacion
mas real de su MW (ver seccion 4.2.1. de Resultados). Esta estimacion de MW fue de
1120 KDa, compatible con 23-24 subunidades de TraBN270. Asi mismo, el analisis de
velocidad de sedimentacion por ultracentrifugacion analitica mostré la presencia de
diferentes estados oligoméricos en la muestra; uno de ellos (43,7 S) compatible con un
estado oligomérico compatible con 24 subunidades de proteina.

Teniendo en cuenta los datos anteriormente expuestos, el tamafio de las particulas de
TraBAN270 observado en las micrografias y el grado de simetria cuatro que muestran
dichas particulas, podemos postular que las estructuras observadas corresponden a
complejos de cuatro hexameros de proteina unidos.

4.3. Analisis comparativo de la actividad de TraB frente a otros
motores implicados en translocar DNA

TraB es un motor molecular de la familia RecA/AAA+ ATPasas, que al igual que TrwB
del T4SS, transfiere DNA en el proceso de conjugacion bacteriana (Matilla et al., 2010).
TrwB transfiere ssDNA a diferencia de TraB, que se encarga de translocar dsDNA de la
misma forma que lo hace FtsK, encargada del correcto reparto cromosémico durante el
proceso de division bacteriana en E. coli (Lowe et al., 2008).

Tal y como se ha indicado al comienzo de esta seccion, son tres los motores modelo
tomados en esta tesis para estudiar el proceso de transferencia de DNA a través de
membranas plasmaticas: FtsK, TraB y TrwB, implicados en la transferencia de dsDNA
en el momento de la division bacteriana o en la transferencia del DNA conjugativo en
forma de dsDNA o ssDNA, respectivamente. Las tres proteinas forman estructuras
hexaméricas y, ademads, organizan sus dominios de forma muy similar. Disponen de un
dominio N-terminal con segmentos transmembrana y un dominio motor estructuralmente
muy parecido. Ademads, FtsK y TraB comparten un dominio C-terminal (dominio 7),
implicado en el reconocimiento de una secuencia especifica de 8 pares de bases de DNA
(Sepulveda et al., 2011). Esta secuencia es especifica para cada motor: secuencia TRS en
TraB (Reuther et al., 2006) y KOPS en FtsK (Sivanathan et al., 2006).

A continuacion, se muestra un esquema con los principales dominios sefialados en cada
una de estas proteinas:

v I | e
™ SR T e
T -

Figura R36. Representacion esquematica de los dominios homologos de TraB
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(Streptomyces venezuelae), FtsK (Pseudomonas aeruginosa) y TrwB (plasmido R388
de Escherichia coli. Las regiones transmembrana (TM) aparecen como barras
representadas en color pistacho. Los dominios motores (MD) aparecen representados en
azul. Por ultimo, el dominio v, del cual carece TrwB, esta representado en color naranja
con la letra y.

TrwB no posee el dominio C-terminal de reconocimiento de secuencia y su dominio
motor presenta una elevada afinidad por estructuras G-quadruplex (Matilla et al., 2010).
En este caso, es posible que otra proteina accesoria, TrwA, pudiera estar actuando como
su dominio de reconocimiento de secuencia especifica (Tato et al., 2007).

La forma en que TraB, FtsK y TrwB organizan sus dominios estructurales es similar, e
incluso parecen compartir un historial filogenético comtn (Pena et al., 2012), donde TraB
pudiera hacer de nexo evolutivo. Estructuras G-quadruplex favorecen la hexamerizacion
de TrwB, y también estimulan su actividad ATPasa (Matilla et al., 2010). Las secuencias
de reconocimiento especifico KOPS y TRS son secuencias ricas en GC vy, por lo tanto,
susceptibles de formar estructuras G-quadruplex. Por todas las similitudes que comparten
esta familia de motores, en esta tesis decidimos ampliar el trabajo de TraB a estos motores
y comprobar si todos ellos comparten un mecanismo similar de reconocimiento y
translocacion sobre el DNA.

4.3.1. Analisis de la actividad ATPasa de TrwBAN70 con sustratos G-
quadruplex

La actividad ATPasa de TrwBAN70 depende de la previa formacion de hexameros (Tato
et al., 2007), la forma enziméaticamente activa de TrwB, capaz de llevar a cabo su funcion
ATPasa. En este contexto, es importante tener en cuenta el papel del DNA G-quadruplex,
gue ademas de estimular la hexamerizacién de TrwBAN70, estimula su actividad ATPasa.

La actividad ATPasa de TrwB ha sido caracterizada en presencia de sSDNA y dsDNA
(Tato et al., 2007), pero no de estructuras G-quadruplex. En este trabajo, se pretendid
caracterizar la actividad de la enzima frente a concentraciones crecientes de DNA G-
quadruplex. Asi mismo, se pretendié comparar dicha actividad con la actividad frente a
los otros dos tipos de sustratos de DNA involucrados en el procesamiento de R388,
sSDNA y dsDNA .

92



)
w
o
o
o

L

[EEN

al

o

o
1

'_\

o

o

o
L

a1

o

o
L

Actividad ( nmol ATP * mg ™ * min ™

0 5 10 15 20
[DNA] (uM bases)

Figura R37. Ensayo ATPasa de TrwBAN70 frente a diferentes sustratos de DNA. Se
ensayo la actividad enzimatica de TrwBAN70 (1 uM), frente a concentraciones crecientes
de sustratos de DNA de 45 bases: DNA de cadena simple (oligo E de la Tabla M5)(e),
DNA de cadena doble (oligos E y H de la Tabla M5 hibridados) (A) y DNA G-
quadruplex intermolecular (formado con el oligonucleétido U de la Tabla M5)(m).

Los valores de Vmax que se obtuvieron para los sustratos sSSDNA, dsDNA y G-quadruplex
fueron de 100 =+ 20, 500 + 40 y 3100 + 40 nmol ATP * mg 1 * min‘, respectivamente.

Tal y como muestra la Figura R38, el sustrato G-quadruplex es capaz de estimular la
actividad ATPasa de TrwBAN70 alcanzando velocidades de reaccion 5 y 30 veces
superiores a las obtenidas con dsDNA y ssDNA, respectivamente. Destaca la forma
decreciente de la curva de actividad que se obtiene en presencia de DNA G-quadruplex.
Este efecto ya habia sido observado previamente con sustratos de gran tamafio de cadena
sencilla (Tato et al., 2007). En su momento, se postulé que la interaccion TrwB-TrwB,
competia con la interaccion TrwB-DNA, esta Gltima de mayor afinidad, de forma que el
equilibrio estaba desplazado hacia la interaccion TrwB-DNA, desfavoreciendo la
formacion de hexameros a medida que aumentaba la concentracion de DNA vy, por tanto,
reduciendo su actividad.

4.3.2. Analisis de la actividad ATPasa de TrwBAN70 con sustratos G-
guadruplex en presencia de TrwA

En estudios previos (Tato et al.,, 2007), se demostr6 que TrwA-His inducia la
hexamerizacién de TrwB y estimulaba su actividad ATPasa. EI dominio C-terminal de
TrwA es el responsable de la interaccion y de la estimulacion de dicha actividad, mientras
que el dominio N-terminal de TrwA esta implicado en reconocer una secuencia especifica
del plasmido en el origen de transferencia (Moncalidn & de la Cruz, 2004).
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Con el fin de estudiar de forma combinada el efecto de TrwAy el de una estructura
secundaria del tipo G-quadruplex en la actividad ATPasa de TrwB, se analizé la actividad
de la proteina en presencia de ambos factores.
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Figura R38. Ensayo ATPasa de TrwBAN70, en presencia de TrwA-His, frente a
diferentes sustratos de DNA. Se ensayo la actividad enzimatica de TrwBAN70 (0,3 uM),
en presencia de TrwA-His (0,3 uM), frente a concentraciones crecientes de sustratos de
DNA de 45 bases: ssDNA (oligo E de la Tabla M5 M&M)(e), dsDNA (oligos E y H de
la Tabla M5 de M&M hibridados) (A) y DNA G-quadruplex intermolecular (sustrato U
de la Tabla M5 de M&M)(m).

Los valores de Vmax que se obtuvieron para los sustratos de DNA de cadena sencilla,
cadena doble y G-quadruplex fueron de 8.300 + 400, 5.300 + 300 y 22.900 + 900 nmol
ATP * mg* min, respectivamente.

Para los tres sustratos, los valores de Vmax aumentaron considerablemente, casi un orden
de magnitud con respecto a los valores obtenidos sin TrwA-His. EIl DNA G-quadruplex
seguia siendo el sustrato que mejor estimulaba la actividad ATPasa de TrwBAN70. Los
valores de actividad obtenidos con DNA G-quadruplex eran cinco veces superiores a los
obtenidos con ssDNA y dsDNA.

Otro dato a sefialar es que en presencia de TrwA-His, los valores de actividad ATPasa de

TrwBAN70 frente a DNA de cadena sencilla y doble eran similares, presentando en
ambos casos una Vmax proxima a los 5.000 nmol ATP * mg™ * min™.

4.3.3. Analisis comparativo de la actividad ATPasa de RecQ con
estructuras G-quadruplex

La proteina RecQ es una enzima helicasa de E. coli implicada en procesos de replicacion,
recombinacion y reparacion de DNA, y por tanto vital para el mantenimiento de la
estabilidad genomica (Bernstein et al. 2003). Es el miembro més representativo de la
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familia de helicasas RecQ. Esta multitudinaria familia de proteinas esta presente en
organismos desde procariotas hasta mamiferos; algunos ejemplos son las proteinas Sgs1l
en levaduras o BLM y WRN en humanos, responsables de los sindromes de Bloom y
Werner, respectivamente. En todos los miembros de esta familia esta descrita su afinidad
por estructuras de DNA no candnicas, como el G-quadruplex, siendo capaces de resolver
dichas estructuras (Smestad et al., 2015).

RecQ se estructura en dos dominios: un dominio N-terminal de unos 59 kDa, y un
dominio C-terminal de unos 9 kDa. El dominio N-terminal posee actividad helicasa y
ATPasa. El dominio C-terminal, por otro lado, estd relacionado con la capacidad de
interaccion de la proteina con el DNA.

Tras obtener los datos mostrados en secciones anteriores, en los que se muestra una clara
preferencia de motores como TrwB o TraB por estructuras G-quadruplex, decidimos
analizar la actividad de RecQ con este tipo de sustratos y compararla con la actividad
obtenida por TrwB o TraB.

A continuacion, se muestra una grafica con la actividad ATPasa de RecQ en presencia de
diferentes sustratos de DNA.

1

Actividad ATPasa (nmol ATP * mg “1 % min )

40000

35000 -

30000 -

25000 -

20000 -

15000 +

10000 +

5000 -

0 T T T T T
0 2 4 6 8 10

[DNA] (uM bases)

Figura R39. Ensayo de Actividad ATPasa de RecQ frente a diferentes sustratos de
DNA. Se ensayo0 la actividad ATPasa de RecQ (25nM), frente a sustratos sSDNA (oligo
E de la Tabla M5 de M&M) (o), dsSDNA (oligos E y H de la Tabla M5 de M&M
hibridados) (A) y G-Quadruplex intermolecular (oligonucledtido U de la Tabla M5 de
M&M) (m). EI medio empleado fue una disolucion tampén con 50 mM Tris HCI pH 7,6,
35 mM NacCl, 5 mM MgAc., 5% (v/v) de Glicerol, 0,5 mM Fosfoenolpiruvato, 0,25 mM
NADH, 5 mM ATP, 60 pug/ml de Piruvato Kinasa y 60 pg/ml de Lactato Deshidrogenasa
pH 7,6.
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Los valores de Vmax que se obtuvieron para los sustratos de DNA de cadena sencilla,
cadena doble y G-quadruplex fueron de 32.000 + 700, 26.700 + 1200 y 31.400 + 600
nmol ATP * mg1* min’, respectivamente.

Tal y como se aprecia en la Figura R40, RecQ presenta mayor actividad con sustratos
ssDNA y G-quadruplex, siendo menos efectiva con dsDNA. A pesar de ser un motor cuya
funcion especifica es separar estructuras G-quadruplex (Smestad et al., 2015) (Huber et
al., 2006), estos resultados muestran que es igual de eficiente con ssDNA, al menos en
nuestras condiciones de ensayo.

Los valores de actividad obtenidos con este motor son comparables a los obtenidos con
TraB. La actividad detectada para TrwB, sin embargo, es mucho menor. TrwB so6lo
alcanza valores elevados de actividad (~ 23.000 nmol ATP * min * mg?) en presencia
de la proteina TrwA y DNA G-quadruplex.

4.3.4. Ensayos de Translocacion de TrwBAN70 sobre diferentes
sustratos de DNA

Con estos ensayos se pretendia estudiar un posible desplazamiento de TrwBAN70 sobre
el DNA. ElI método empleado fue el descrito en la seccién 3.7.7. (M&M), empleado
también con la proteina TraB (seccion 4.1.4. de Resultados)

Ademas de analizar la capacidad de TrwB para translocar DNA, se pretendia estudiar
también la capacidad de TrwA de estimular el proceso. Para ello, se llevaron a cabo

ensayos con TrwBANT7O0 frente a diferentes sustratos de DNA, en presencia o ausencia de
TrwA.

Ensayos de translocacion de TrwBAN70 sobre ssDNA en direccion 5°3’

El primer sustrato ensayado fue un oligonucleétido de secuencia inespecifica
(oligonucle6tido G de la Tabla M5 de M&M), marcado en el extremo 5’ con Fluoresceina,
y en 3°, con Biotina. Esta disposicion, permite ensayar si TrwBAN70 transloca sobre
DNA de cadena sencilla en direccion 5°- 3°. A continuacion, se muestra una figura con
los resultados obtenidos.
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+ + + 4+ + + ssDNA (25nM)
+ + + + + Estreptavidina (1uM)

+ DDA (1uM)
+ + TrwBAN70 (10uM)
+ TrwA-His (10uM)

+ TrwBAN70 (10uM) +TrwA-His (10uM)
+ o+ 4+ o+ ATP (5mM)

Figura R40. Ensayo de translocacion de TrwBAN70 frente a DNA de cadena sencilla.
Se emple6 un medio con 50 mM Pipes pH 6,2, 50 mM KCI, 5 mM MgCl2 y 5 % (v/v) de
Glicerol. El oligonucledtido G (Tabla M5 de M&M) (25 nM) se incubd durante 10
minutos en bafio de hielo con Estreptavidina y el complejo resultante fue usado como
sustrato de reaccion. Tras afiadir la enzima correspondiente a cada muestra, se afiadio
ATP (5 mM) para iniciar la reaccién, y Biotina (10 pM), con el fin de unir la
Estreptavidina que puediera quedar libre por la accion de la actividad de translocacion
del motor. La reaccion se incub6 durante 10 minutos y para finalizarla se emple6 un buffer
idéntico al de reaccion con Proteinasa-K a 0,2 mg/ml.

La figura muestra perfectamente el retardo del DNA tras la union con Estreptavidina
(calle 2). En la calle 3, se emple6 el motor Dda (1 uM) como control positivo del ensayo
(Byrd & Raney, 2006). En las calles 4,5 y 6, se emple6 TrwBAN70, TrwBAN70 con
TrwA-His incubados por separado, y TrwBAN70 con TrwA-His previamente incubados.

Las muestras 4,5, y 6 apenas presentan diferencia con la muestra 2, en la que no se ha
afiadido ninguna proteina, lo cual indica indica que TrwB, al menos en estas condiciones,
no es capaz de translocar el DNA con la suficiente fuerza para disociar el complejo
Estreptavidina-Biotina. Tambien es posible concluir, al no apreciarse una diferencia clara
entre las muestras 4, 5y 6, que la interaccion con TrwA-His no estimulaba una actividad
translocasa en TrwBAN70.

Ensayos de translocacion de TrwBAN70 sobre ssDNA en direccion 3’- 5’
A continuacion, se ensayo un sustrato de cadena sencilla marcado a la inversa del anterior,
con Biotina en el extremo 5’ y en 3’, con Fluoresceina. De este modo, se pretendia

estudiar si se producia translocacion en sentido 3’- 5°. Los resultados se muestran a
continuacion, en la Figura R42.
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+ + + + + + + + +  ssDNA Biotinaen 5’ (25nM)
+ o+ + + + + + +  Estreptavidina (1uM)
+ DDA (1uM)
+ + + NS3 Gradiente (1000, 250 y 50 nM)
+ + TrwBAN70 (2uM)
+  TrwBAN70 (2uM) + TrwA-His (2uM)
+ TrwA-His (2uM)

+ + + + + + +  ATP (5mM)

Figura R41. Ensayo de translocacion de TrwBAN70 frente a DNA de cadena sencilla
en direccion 3’- 5°. Ensayo de translocacion de TrwBAN70 (2 uM) frente a sustrato de
DNA monocadena de 45 bases. Se emple6 un medio con 50 mM Pipes pH 6,2, 50 mM
KCI, 5 mM MgCl2 y 5 % (v/v) de Glicerol. En el ensayo, se empled un oligonucleétido
T (Tabla M5 M&M) de 45 bases, marcado en 5°, con Biotina y en 3’, con Fluoresceina.
Posteriormente, se incubd 10 minutos en bafio de hielo con Estreptavidina. EI complejo
resultante fue usado como sustrato de reaccion. Tras afiadirse la enzima correspondiente
a cada muestra, se afiadié ATP (5 mM) para iniciar la reaccién, y Biotina (10 uM), para
acomplejar la posible Estreptavidina separada del complejo DNA-Estreptavidina. Se
incubd la reaccién durante 10 minutos, y para finalizarla se emple6 un buffer idéntico al
de reaccion, pero con Proteinasa-K a 0,2 mg/ml.

La figura muestra el retardo del DNA tras la union con Estreptavidina (calle 2). En la
calle 3, se empled el motor Dda (1 puM) como control negativo del ensayo dado que
transloca sobre ssDNA so6lo en sentido 5°- 3’ (Byrd et al., 2006). En las calles 4,5 y 6, se
empled el motor NS3 como control positivo del ensayo, ya que es capaz de translocar
ssDNA sélo en sentido 3°- 5° (Matlock et al., 2010). Se empled en gradiente debido a que
bajo estas condiciones se desconocia la concentracion 6ptima de ensayo. Para las calles
7, 8 y 9, se emplearon respectivamente, TrwBAN70, TrwBAN70 con TrwA-His
incubados por separado, y TrwBAN70 con TrwA-His previamente incubados.

Las calles 7, 8 y 9 indican que TrwB, al menos en estas condiciones, no es capaz de
translocar el DNA con la suficiente fuerza para disociar el complejo Estreptavidina-
Biotina. Tambien es posible concluir que la interaccion con TrwA-His no es capaz de
estimular una actividad translocasa enTrwBAN70 al no apreciarse ninguna diferencia
entre estas calles.

Ensayos de translocacion de TrwBA70 sobre dsDNA

El siguiente sustrato ensayado fue DNA de cadena doble. Se emplearon los
oligonuclettidos G y H (Tabla M5 de M&M) hibridados, siguiendo el protocolo descrito
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en M&M (seccién 3.5.2.1.). El oligonucle6tido H se utilizé sin marcar, de modo que el
marcaje con Biotina y Fluoresceina lo portaba exclusivamente el oligonucle6tido G. Los
resultados se muestran a continuacion, en la Figura R42:

1 2 3 4

+ + + + dsDNA (5nM)
+ + + Estreptavidina (1uM)
- + TrwBAN70 (10uM) + TrwA-His6 (10uM)
+ ATP (5mM)

Figura R42. Ensayo de translocacion de TryBAN70 frente a DNA doble cadena.
Ensayo de translocacion de TrwBAN70 (10 uM) con TrwA-His6 (10 uM) frente a
sustrato de DNA doble cadena de 45 bases. Se empleé un medio con 50 mM de Pipes pH
6,2, 50 mM KCI, 5 mM MgCl. y 5 % (v/v) de Glicerol. En el ensayo, se empled dsDNA
de 45 bases, el cual se incub6 10 minutos en bafio de hielo con Estreptavidina, y el
complejo resultante fue usado como sustrato de reaccion. Tras afiadirse la enzima
correspondiente a cada muestra, se afiadio ATP (5 mM) para iniciar la reaccion, y Biotina
(10 uM) para acomplejar la Estreptavidina que pudiera separarse del complejo DNA-
Estreptavidina. Se incubd la reaccion durante 10 minutos, y para finalizarla se emple6 un
buffer idéntico al de reaccion, pero con Proteinasa-K a 0,2 mg/ml.

La Figura R42 muestra el retardo del DNA tras la unidn con Estreptavidina (calle 2). En
la calle 3, se emple6 TrwBAN70 con TrwA-His incubados previamente en ausencia de
ATP. La calle 4 fue similar a la 3 pero en presencia de ATP.

La calle 4 indica que, bajo estas condiciones, TrwBAN70 no es capaz de translocar el
DNA con la suficiente fuerza para disociar el complejo Estreptavidina-Biotina.

Ensayos de translocacion de TrwBAN70 sobre DNA G-quadruplex
El ultimo sustrato ensayado fue DNA G-quadruplex intermolecular. Previamente, se llevd
a cabo el protocolo de formacion G-quadruplex, a partir del oligonucle6tido W (Tabla

M5 de M&M) marcado en el extremo 5° con Fluoresceina y en 3’ con Biotina. Los
resultados del ensayo de translocacion pueden verse a continuacion, en la Figura R43:
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G4DNA (25nM)
+ + + o+ Estreptavidina (1uM)
+ DDA (300nM)
+ TrwBAN70 (2uM)
+ TrwBAN70 (2uM) + TrwA-His6 (2uM)
+ + 4+ ATP (5mM)

Figura R43. Ensayo de translocacion de TrwBAN70 frente a DNA G-quadruplex de
45 bases. Ensayo de translocacion de TrwBAN70 (2 uM) con y sin TrwA-His (2 uM),
frente a sustrato de DNA G-Quadruplex de 45 bases. Se emple6 un medio con 50 mM de
Pipes pH 6,2, 50 mM KCI, 5 mM MgCl> y 5 % (v/v) de Glicerol. El sustrato G-
Quadruplex formado se incub6é 10 minutos en bafio de hielo con Estreptavidina, y el
complejo resultante fue usado como sustrato de reaccién. Tras afiadirse la enzima
correspondiente a cada muestra, se afiadio ATP (5 mM) para iniciar la reaccién, y Biotina
(10 uM), para acomplejar la Estreptavidina que pudiera separarse del complejo DNA-
Estreptavidina. Se incub6 la reaccién durante 10 minutos, y para finalizarla, se empled
un buffer idéntico al de reaccion, pero con Proteinasa-K a 0,2 mg/ml.

La Figura R43 muestra el retardo del DNA tras la union con Estreptavidina (calle 2).
Como puede observarse, la Estreptavidina interactia con el DNA G-quadruplex dando
lugar a 3 bandas diferentes. Probablemente, la banda inferior corresponde a ssDNA
disociado del G-quadruplex y acomplejado con Estreptavidina. Las dos bandas superiores
podrian corresponder a 1 6 2 complejos, respectivamente, del DNA G-quadruplex con
Estreptavidina. En la calle 3, se ha empleado Dda como control positivo de la reaccion.
Tal y como puede observarse en la figura, Dda es capaz de translocar sobre DNA G-
quadruplex y disociarlo, una actividad que hasta el momento no habia sido descrita. En
las calles 4 y 5 se empled6 TrwBAN70 con TrwA-His incubados por separado, y
TrwBAN70 con TrwA-His previamente incubados.

Las calles 4 y 5 indican que TrwB, al menos en estas condiciones, no es capaz de
translocar sobre este sustrato de DNA con la suficiente fuerza para disociar el complejo
Estreptavidina-Biotina. También es posible concluir, al no apreciarse diferencia entre las
calles 4 y 5, que la interaccion con TrwA-His no estimula una actividad translocasa en
TrwBANT7O.
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4.3.5. Ensayos de translocacion del motor molecular TrwC

TrwC es una proteina de gran tamafio (966 aminoacidos), esencial en el plasmido
conjugativo R388. Presenta un dominio N-terminal relaxasa y un dominio C-terminal
helicasa necesario para la conjugacion (César et al., 2006) (Fernandez-Lopez et al., 2006).

El dominio N-terminal relaxasa (N293) permite a la enzima cortar DNA superenrollado,
unir de forma covalente ssDNA y transferirlo a otra celula (César & Llosa, 2007).

El dominio helicasa es similar al que presenta enzima RecD2 de Deinococcus
radiodurans (Saikrishnan et al., 2008), perteneciendo a la superfamilia de helicasas SF1B
que translocan DNA en direccion 5°- 3. En este dominio se localizan la actividad helicasa
y la actividad ATPasa (César & Llosa, 2007). La elevada actividad ATPasa de la que
dispone TrwC(~180.000 nmol ATP * mg™* min™) esta ligada a su actividad helicasa
(Grandoso et al., 1994). Ademas, esta actividad estad ligada a su capacidad para translocar
sobre el DNA. Por este motivo, nos propusimos analizar si TrwC era capaz de translocar
sobre el DNA con suficiente fuerza para desplazar la Estreptavidina unida al DNA en un
ensayo de translocacion. A continuacion, en la Figura R45, se muestra el resultado
obtenido mediante el empleo de TrwC en un ensayo de translocacidén con un sustrato
sSDNA de 45 bases (oligo G de la Tabla M5 de M&M).

1 2 3 4 5 6
et - e sl

}

+ + + + + 4+ ssDNA “GG” (25nM)
+ + + + 4+ Estreptavidina (1uM)

+ o+ DDA (1uM)
+  + TrwC (0,3uM)
+ + ATP (5mM)

Figura R44. Ensayo de Translocacion de TrwC sobre ssDNA de 45 bases. Se empled
un medio con 50 mM Pipes pH 6,8, 50 mM KCI, 5 mM MgCl. y 5 % (v/v) de Glicerol.
En el ensayo, se empled DNA monocadena de 45 bases, marcado en 5’ con fluoresceina,
y en el extremo 3°, con Biotina. Posteriormente, se incub6é 10 minutos en bafio de hielo
con Estreptavidina, y el complejo resultante fue usado como sustrato de reaccion. Tras
afiadirse la enzima correspondiente a cada muestra, se afiadio ATP (5 mM) para iniciar la
reaccion, y Biotina (10 uM), para acomplejar la posible Estreptavidina separada del
complejo DNA-Estreptavidina. Se incubd la reaccion durante 10 minutos, y para
finalizarla, se empled una disolucién tampo6n idéntica a la de reaccidn, pero con
Proteinasa-K a 0,2 mg/ml.

La Figura R44 muestra el retardo del DNA tras la union con Estreptavidina (calle 2). En

las calles 3 y 4, se ha empleado Dda como control positivo. En las calles 5 y 6 se ha
empleado TrwC, pero solo en la muestra 6 se ha afiadido ATP.

101



Tal y como muestra la figura, TrwC es capaz de translocar sobre ssDNA en direccién 5°-
3" en presencia de ATP (calle 6, Figura R45). A pesar de que la banda correspondiente al
DNA disociado por TrwC es muy ténue (23% de disociacion), es importante sefialar que
la concentracion de TrwC empleada (0,3 uM) fue inferior a la del control Dda (1 uM).

4.4. Estructuras G-quadruplex y su implicacion en motores
moleculares que translocan DNA

4.4.1. Busqueda de secuencias tipo G-quadruplex en plasmidos de
interés utilizando herramientas bioinformaticas

Como se ha citado en el capitulo de Introduccion, la presencia de G-Quadruplex se
expande a lo largo de todo el genoma humano (Huppert et al., 2005), y estd implicada en
procesos clave de regulacion génica (Huppert et al., 2007)(Rhodes et al., 2015). Su
estudio esta suscitando muchisimo interés. Es importante conocer su estructura, los
factores involucrados en su formacion y estabilizacién, etc. Esta estructura podria ser la
clave para intervenir en procesos como el metabolismo, envejecimiento y cancer.

Ademas del papel que juega este tipo de estructuras en los procesos de replicacion y
transcripcion del DNA, recientemente se ha descrito una asociacion de estructuras G-
quadruplex a virulencia en muchos tipos de microorganismos (Harris & Merrick, 2015).
Puesto que TrwB, una proteina esencial en el mecanismo de la conjugacion bacteriana,
presenta una elevada afinidad por este tipo de estructuras, nos planteamos estudiar si los
plasmidos conjugativos pudieran presentar este tipo de estructuras G-quadruplex como
un mecanismo de reconocimiento en esta familia de motores. Si fuese asi, estas
estructuras podrian convertirse en susceptibles dianas para inhibir el proceso conjugativo,
uno de los principales mecanismos de diseminacion de genes de resistencia a antibidticos.

4.4.1.1. Analisis de secuencias en el plasmido R388

TrwB es el motor implicado en la transferencia de una copia del plasmido R388 en forma
de cadena sencilla a la célula receptora. Por este motivo, comenzamos este analisis de
busqueda de potenciales secuencias G-quadruplex en el plasmido R388. Para ello, se
empled el programa online de prediccion de estructura “QGRS mapper” (Kikin et
al.,2006), al que se le suministr6 como argumento la secuencia de R388.

Tras el andlisis, el programa reconocié dos secuencias candidatas en R388, una de ellas
sobre la hebra lider y la otra sobre la hebra complementaria. Ambas secuencias aparecen
representadas en el panel superior de la Figura R45.

Posteriormente, se analiz6 la ubicacién de ambas secuencias utilizando el programa
“Vector NTI” (ThermoFisher Scientific). La secuencia encontrada sobre la hebra lider
estaba dentro de la secuencia del gen trwC. La segunda secuencia se encontraba en una
region intergénica proxima al gen stbC. La posicion de ambas se indica en el panel
inferior de la siguiente Figura R45.
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Figura R45. Esquema del plasmido R388 de Escherichia coli y localizacién de
potenciales secuencias G-Quadruplex. EIl panel superior muestra las 2 secuencias G-
quadruplex encontradas sobre la secuencia del plasmido R388 (Genbank id: BR0O00038.1)
utilizando el programa “GQRS mapper”. En el panel inferior, aparece representado el
plasmido R388 con la localizacion de las 2 secuencias encontradas en rojo. Modificacion
de figura tomada de Fernandez-Lo6pez et al., (2006).

4.4.1.2. Analisis estadistico en relacion a la significancia de los datos obtenidos para
secuencias G-quadruplex en R388

Para comprobar si la prediccion de dos potenciales secuencias G-quadruplex en R388 era
relevante o simplemente era el nUmero que se esperaria encontrar de forma casuistica en
funcidn del tamafio de secuencia del plasmido, se realiz6 un pequefio estudio. Se comparo
el nimero de potenciales secuencias G-quadruplex encontradas en R388 con el nimero
de secuencias G-quadruplex potenciales que se podian identificar en plasmidos
homologos y en plasmidos elegidos aleatoriamente.

Para la eleccion de plasmidos homdlogos, se llevé a cabo el siguiente protocolo. Se
empleo la secuencia del gen trwB para realizar un “BLAST” e identificar secuencias
homologas de otros plasmidos a partir de la secuencia suministrada
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). De entre estos plasmidos, se eligieron 6, cuyo
tamafio y proporcién de secuencia GC era similar a R388 (en torno a 33.000 pb y 58% de
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contenido en GC). Los plasmidos seleccionados fueron pMAK3, R7K, pXCV38, NAH7,
pXAC64 y pXcB.

Accession Description

32.1  Salmonella enterica subsp. enterica serovar Dublin plasmid pMAK3, ¢
3.1 Providencia rettgeri plasmid R7K, complete sequence >emb|AM9015¢
6.1 | Salmonella enterica subsp. enterica serovar Dublin plasmid IncW plE:

L1 Anaeromyxobacter dehalogenans 2CP-1, complete genome >qb|CPO( 302 302 4 8e-78
0.1 Bordetella petrii DSM 12804, complete genome >emb|AM902716.1| € 172 172 35% le-38 67%
6.1 Xanthomonas campestris pv. vesicatoria str, 85-10 plasmid pXCv38, 788 788 119 2e-10 69%
Xanthomonas citri plasmid pXcB, complete sequence >qb|AY228335, 73.4 734 3% 7e-09 88%
6.1 Pseudomonas putida plasmid NAH7, complete sequence >dbj|AB2376  57.2 §7.2 1% 6e-04 72%
2.1 | Xanthomonas axonopodis pv. citri str, 306 plasmid pXAC64, complete, 57.2 57.2 3% fe-04 83%
Burkholderia pseudomallei MSHR346 chromosome I, complete genome  33.6 §3.6 2% 0.007 88%
L ' Pseudomonas fluorescens plasmid pNAH20, complete sequence >gb|, 336 53.6 3% 0.007 80%
Burkholderia mallei NCTC 10247 chromosome I, complete genome >t 33.6 53.6 2% 0.007 | 88%
Burkholderia pseudomallei 1106a chromosome I, complete genome »¢  33.6 536 2% 0.007 88%
Burkholderia pseudomallei 668 chromosome I, complete genome »qb|  33.6 536 2% 0.007 88%
Burkholderia mallei NCTC 10229 chromosome I, complete sequence >  33.6 53.6 2% 0.007 | 8%
Burkholderia mallei SAVP1 chromosome 1, complete genome 236 53.6 2% 0.007 88%
3.1 Burkholderia mallei ATCC 23344 chromosome chromosome 1, complet 336 = 536 2% 0.007 | 88%
L Pseudomonas putida NCIB 9816-4 plasmid pDTG1, complete sequenc 33.6 536 3 0.007 80%
Pseudomonas sp. CT14 plasmid pCT14, complete sequence >ab|DQ1  48.2 48.2 4% 0.28 74%
Catenulispora acidiphila DSM 44928 chromosome, complete genome :  46.4 6.4 2% 1.00 89%
5.1 Bordetella avium 197N chromosome, complete genome >emb|AM167¢ 464 46.4 2% 1.00 89%
69.1 ' Psychrobacter cryohalolentis KS, complete genome >gb|CP000323.1 464 46.4 2% 1.00 88%

Figura R46. BLAST realizado sobre la secuencia del gen trwB. Las flechas en rojo
sefialan los plasmidos elegidos, cuyas secuencias tenian un tamafio y contenido en GC
similar a R388.

Otros seis plasmidos sin homologia con R388 se seleccionaron aleatoriamente. Todos
ellos tenian un tamafio y contenido en GC similar a R388. Fueron los plasmidos pBGR3,
GRL1112, pACMV4, pP742404, cp32-3 y pAph03.

Los ultimos 6 plasmidos sin homologia se generaron bioinforméaticamente. Este estudio
se realiz6 en colaboracion con el Dr. Fernandez Lanza. El programa se disefio en Bioperl
(http://bioperl.org) y generaba aleatoriamente secuencias empleando 4 letras, A, T, G y
C. Ademas, el tamafio de dicha secuencia era de 33.000 letras, y el porcentaje de letras G
y C era del 58 %. Los seis plasmidos se llamaron pRAND1, pRAND2, pRANDS,
pRAND4, pRANDS5 y pRAND 6.

Por ultimo, la secuencia de todos estos plasmidos se analiz6 con el programa QGRS, de
prediccion de estructuras G-quadruplex. De este modo, se pudo analizar el numero de
potenciales secuencias G-quadruplex intramoleculares encontradas. Los resultados se
muestran a continuacion, en la Figura R47.
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Figura R47. N° de potenciales secuencias G-quadruplex sobre R388 y otros
plasmidos de interés. En esta figura, aparece representado el n° de potenciales secuencias
G-quadruplex encontradas sobre el plasmido R388 y otros plasmidos. EI primer grupo,
destacado con una barra roja, son plasmidos homologos de R388. El segundo grupo,
destacado con una barra azul, son plasmidos elegidos aleatoriamente. El tercer y Gltimo
grupo, destacado con una barra violeta, son plasmidos generados bioinforméaticamente.

Este estudio, muy preliminar, no parece indicar que existan diferencias significativas. El
namero de potenciales secuencias era variable dependiendo del tipo de plasmido
analizado. Estadisticamente, en una secuencia aleatoria del mismo tamafio seria esperable
encontrar un nimero mayor de potenciales secuencias G-quadruplex, y efectivamente
esto es lo que ocurre en el bloque de plasmidos generados informaticamente, lo cual
podria indicar un cierto mecanismo “restrictivo” a la hora de seleccionar este tipo de
secuencias en un plasmido. En cualquier caso, para poder sacar conclusiones mas claras
de este tipo de analisis seria necesario emplear un nimero mucho mas elevado de
secuencias.

4.4.1.3. Analisis de secuencias en el plasmido pSVH1

TraB debe transferir el plasmido pSVH1 durante la conjugacion de Streptomyces
venezuelae (Sepulveda et al., 2011). Tal y como se ha mencionado en la introduccion,
translocaria DNA de doble cadena, reconociendo previamente en el DNA plasmidico
secuencias de 8 pb denominadas TRS (Vogelmann et al., 2011). La region clt del
plasmido, con secuencias TRS distribuidas consecutivamente, cumplirian con la
secuencia consenso de formacion G4 intramolecular, de modo que se rastred la secuencia
del plasmido pSVHL1 en busca de potenciales secuencias G-Quadruplex.
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Se suministrd la secuencia del plasmido pSVHI1 al programa “QGRS mapper”, y el
programa mostré una secuencia candidata sobre la hebra lider, y 6 secuencias sobre la
hebra complementaria. Las secuencias aparecen representadas en el panel superior de la
Figura R48.

Hebra Inicio Fin Secuencia

+G4 1 + 6173 6195 GGGCTGGGCCGCCTGGGCCGGG

-G41 - 2603 2633 GGGAAAGTCAGACATGGGCCGGGGCATGGG
-G42 - 3047 3076 GGGTACGGTCCGGGCTCGGGGCCGGCGGG
-G43 - 4416 4446 GGGTCGGGCACTCCGGCGTCCGGGTCGGGG
-G44 - 6726 6756 GGGACCGAGGCCGGGGCGGGGAGAGTGGGG
-G45 - 6902 6932 GGGGGTGGGTCAGAACTGGGCGAGGCGGGG
-G46 - 7466 7496 GGGCGGAGGGCCGAAGCCGGGCCCTGAGGG

rep

spdA

PSVH1
-G42 traR
12652 bp
CDS 2 T f
spd40 spdB3
spd198 spd79
Region clt
-G43 spdB2

traB

+G41 _G45 CDS1
-G44

Figura R48. Plasmido pSVH1 de Streptomyces venezuelae y localizacion de
secuencias G-Quadruplex. El panel superior muestra las secuencias G-quadruplex
encontradas sobre pSVHI obtenidas utilizando el programa “GQRS mapper”. El panel
inferior representa la localizacién de las secuencias G-quadruplex sobre la secuencia del
plasmido pSVH1 (GenBank id: AM087403.1).

Una vez se obtuvieron las secuencias G-quadruplex del plasmido, se localizaron
utilizando el programa “Vector NTI” (ThermoFisher Scientific). Su localizacion aparece
representada en el panel inferior de la Figura R48. Dos de ellas, “+ G4 1”7y “-G4 47, se
encuentran dentro de la secuencia del gen traB; el resto muy proximas a él. Cabe destacar
una de las secuencias sobre la hebra complementaria, la secuencia “-G4 3”, dentro de la
region clt, constituida por dos secuencias TRS.
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Finalmente, suscita interés el hecho de que no haya secuencias G-quadruplex de la hebra
lider intercaladas con la hebra complementaria; algo que podria estar sugiriendo
direccionalidad. Es de destacar también el hecho de que las posibles secuencias G-
quadruplex se encuentren restringidas en un solo tercio de la longitud de la molécula de
pSVHL1, proximas a la region clt. La probabilidad de que este fendmeno suceda de forma
casuistica es pequefia. El plasmido pSVH1, con un contenido en GC del 71 % distrubuido
homogéneamente por toda la molécula, deberia tener sus potenciales secuencias G-
quadruplex también distribuidas de forma homogénea a lo largo del plasmido. De esta
forma podemos sugerir que podria existir una razén biologica que explique esta
distribucion.

4.4.2. Andlisis de la capacidad de secuencias localizadas en R388 y
pSVHL1 para formar estructuras G-quadruplex

4.4.2.1 Andlisis con secuencias del plasmido R388

Puesto que el analisis in silico de potenciales secuencias G-quadruplex en el plasmido
R388 no pudo ser conclusivo, decidimos analizar in vitro la capacidad de estas secuencias
de formar este tipo de estructuras. Para ello, seleccionamos la secuencia cercana al gen
stbC; un fragmento de 50 bases designado como “Y” (Tabla M5 de M&M):

ATCGTGCGCGAGGGCTTGGGAACGGCAGGGAAGGGCATCGAGTTCGATAC
Para su estudio estructural se eligi¢ la técnica de cromatografia de filtracion en gel.

Para este estudio, se emplearon 3 muestras. La primera consistié en una disolucion 10
uM del oligonucleodtido “Y” en agua destilada. La segunda, en una disolucién 10 uM del
oligonucledtido tratado con el protocolo de formacion de G-quadruplex intramolecular
(seccion 3.5.2.2. M&M), disuelto por lo tanto en buffer de formacion de G4
intramolecular (20 mM Pipes pH 6,2, 150 mM Na*y 0,1 mM EDTA). La tercera y Gltima
muestra consistié en una disolucion 10 uM de “Y” en el buffer anterior junto a 50 uM de
N-metil-Mesoporfirina (NMM). NMM es un ligando de G-quadruplex que contribuye a
su estabilizacion (Beaume et al., 2013). De este modo, para la tercera muestra, se incubd
el oligonucledtido en dicho buffer, junto a NMM, durante 3 minutos, a 95°C, y
posteriormente, se dejo enfriar lentamente hasta T@ ambiente. Los resultados pueden
observarse en la Figura R49, representada a continuacion.
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Figura R49. Ensayo de filtracion en gel sobre oligonucleétido “Y” (Tabla M5 M&M)
sometido a diferentes tratamientos. Se empleo una columna Superdex 200 PC 3.2/30
(GE Healthcare). La linea azul representa el perfil cromatografico del oligonucledtido
disuelto en agua MilliQ sin tratamiento. La linea gris representa el perfil de elucion del
oligonuclettido después de ser tratado para formar G-quadruplex y, por altimo, la linea

roja discontinua representa el perfil de elucion del oligonucleétido tras ser incubado
ademéas con NMM.

El volumen de elucion para el oligonucledtido “Y” fue similar en los tres casos (Ve ~1,2
ml).

4.4.2.2. Analisis con secuencias del plasmido pSVH1

Secuencias clt

Para continuar con los estudios sobre el plasmido pSVHL1, se decidid realizar un analisis
estructural sobre una de las potenciales secuencias G-quadruplex. La secuencia elegida

fue la secuencia complementaria a la encontrada en la region clt. Constaba de 65 bases y
se denomind “JJ” (Tabla M5 de M&M):

108



TCCGGGCCCGACCCGGACGCGGGCGTCCGGGTCGGGCACTCCGGCGTCCGG
GTCGGGGCCCGGTC

Asi mismo, decidimos analizar también la secuencia complementaria, rica en citosinas,
ante la posibilidad de que pudiera formar estructuras G-quédruplex del tipo i-motif (Day
et al., 2014), Esta secuencia, rica en citosinas, se denomin6 “HH” (Tabla M5 de M&M)
y su secuencia se detalla a continuacion:

GACCGGGLCCCCGACCCGGACGCCGGAGTGLCCGACCCG-
GACGCCCGCGTCCGGGTCGGGLCCGGA

Los oligonucledtidos “JJ” e “HH” se encargaron a la casa comercial Sigma Aldrich,
marcados con Fluoresceina en el extremo 5°, y se designaron como “KK” y “II”,
respectivamente.

La técnica empleada para su estudio fue retardo en gel no desnaturalizante.

Oligonucleétido | Descripcion | Secuencia
] ] ] [FIc]ACGAAAACCTGTGTAGTGTTAAGGACGAAAACCTG
EE ssDNA (65-mer) sin secuencia especifica TGTAGTGTTATGCCACTACAATATTGCCGC
. . [Flc]TCCGGGCCCGACCCGGACGCGGGCGTCCGGGTCGG
KK ssDNA (65-mer) secuencia complementaria a "clt" GCACTCCGGCGTCCGGGTCGGGGCCCGGTC
) [FIc]|GACCGGGCCCCGACCCGGACGCCGGAGTGCCCGA
1T ssDNA (65-mer) secuencia "clt" CCCGGACGCCCGCGTCCGGGTCGGGCCCGGA

Mus

Figura R50. Electroforesis en gel nativo sobre potenciales secuencias G-quadruplex
intramoleculares. (A), Oligonucle6tidos empleados para el ensayo (Tabla M5 M&M).
(B) Resultados obtenidos. (1), oligonucledtido de 65 bases sin estructura “EE” (5 nM)
con Fluoresceina en 5’ y disuelto en buffer de dilucion (20 mM Pipes pH 6,2 y 0,1 mM
EDTA). (2), oligonucledtido “KK” (5nM) disuelto en el mismo buffer de dilucion. (3),
oligonucledtido “KK” (5 nM), disuelto en buffer de dilucion con 150 mM de NaCl, y
tratado con protocolo de formacién G4 intramolecular (Seccion 3.5.2.2. M&M). (4),
oligonucledtido “II” (5 nM) disuelto en buffer de dilucion. (5), oligonucleotido “II” (5
nM) disuelto en buffer con 150 mM de NaCl, y tratado con protocolo de formacién G4
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intramolecular (seccion 3.5.2.2. M&M). Las muestras se cargaron en un gel TBE, al 12
% de acrilamida, y la electroforesis se llevd a cabo a 200 V durante 45 minutos.
Posteriormente, el gel se reveld en un escaner FLA 5100 (FUJIFILM).

Seglin estos resultados, ambos oligonucledtidos, “KK” y “II”, experimentaban los
mismos efectos. Ambos adoptaban una estructura secundaria G4, aln en ausencia de
NaCl y protocolo G4. Ambos se estructuraban reduciendo su superficie de interaccion
con la malla tridimensional de acrilamida y, por tanto, migrando de forma mas rapida en
el gel. Ademas, se observd que ambos se asociaban consigo mismos para formar
estructuras intermoleculares, de mayor masa molecular. En el caso de “II”, era necesaria
la presencia de NaCl para asociarse intermolecularmente.

Los resultados obtenidos parecen indicar, por lo tanto, que estas secuencias pueden
formar estructuras del tipo G-quadruplex de forma espontanea en ausencia de una cadena
de DNA complementaria.

4.4.3. Andlisis del efecto in vivo e in vitro de compuestos que se unen a
estructuras G-quadruplex

4.4.3.1. Efecto del compuesto N-Metil-Mesoporfirina en el crecimiento de E.coli

Se realizaron ensayos de crecimiento bacteriano sobre las lineas celulares de Escherichia
coli DH5a (Grant et al., 1990)(Tabla M3 M&M) y D1210 (Sandler & Clark, 1990) (Tabla
M3 M&M), empleadas en ensayos de conjugacion bacteriana.

El objetivo de este estudio era comprobar si el compuesto NMM de unidn a estructuras
G-quadruplex afectaba a la conjugacién bacteriana. NMM (N-Metil-Mesoporfirina) es un
conocido compuesto que une con gran afinidad DNA G-quadruplex paralelo (Smith et al.,
2010) (Tippana et al, 2014). Ademas, esta union en muchos casos es capaz de estabilizar
la estructura G-quadruplex. En el caso de la familia de las proteinas del tipo RecQ , NMM
estabiliza el DNA G-quadruplex y obstaculiza el reconocimiento y la resolucion del DNA
al que esta unido (Wu et al, 2001)(Huber et al, 2002). Antes de estudiar el efecto del
NMM sobre la conjugacion, era necesario demostrar previamente que dicho compuesto
no afectaba al crecimiento bacteriano.

A partir de un cultivo saturado de células en medio LB, se realiz6 una dilucion 1/1000 en
medio minimo (1% (p/v) de sales de M9, 0,5 % (p/v) de casaminoacidos, 0,4% (p/v) de
glucosa, 1 mM CaClz, 1 mM Tiamina y 1 mM MgSOQOa) con concentraciones crecientes
de NMM (desde 0,1 hasta 30 mM). De cada una de las muestras de diferente
concentracion de NMM se emplearon 100 ul, que se depositaron en cada uno de los
pocillos de una placa de 96. Finalmente, utilizando un equipo VICTORtMm 1420
MULTILABEL COUNTER (PERKIN ELMER), se recogieron las lecturas de DO
(Densidad Optica) de cada uno de los cultivos a 600 nm, cada 5 minutos.

De este modo, se ensayé el efecto de concentraciones crecientes de NMM sobre el

crecimiento de las lineas celulares D1210 y DH5a. Los resultados obtenidos pueden
observarse en las Figura R51, y Figura R52, representadas a continuacion.
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® 3 3% DAMSO(wA) 0 MM

4 13% DMSOMwA) 0.1 MMM
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3.2% DMEOwA) 5 MMM

53 3% DMI0wA) 10 WM
3.3% DMSOwA) 20 MMM
3,23, DMEOwA) 30 MMM

10 12 Tiempo (horas)
Figura R51. Curvas de crecimiento de la cepa D1210 expuesta a diferentes
concentraciones de NMM. Como controles, se emplearon una muestra sin DMSO ni
NMM y una muestra con Unicamente DMSO al 3.3% (v/v),(porcentaje de DMSO
empleado para disolver el compuesto NMM en todas las muestras). EIl resto de curvas
corresponden a muestras cultivadas a concentraciones crecientes de NMM, desde 0,1 mM
hasta 30 mM (todas ellas en 3,3 % de DMSO).

Para la linea celular D1210, los resultados obtenidos con las diferentes concentraciones
de NMM, eran similares. Podia concluirse que el NMM no interferia en su crecimiento.
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Figura R52. Curvas de crecimiento de DH5a expuesta a diferentes concentraciones de
NMM. Se empled un control sin DMSO ni NMM y otro control con DMSO al 3.3% (v/v)
y sin NMM. Para el resto de muestras se empled una concentracion del 3,3% (v/v) en
DMSO y concentraciones crecientes de NMM, desde 0,1 mM hasta 30 mM.

Para la linea celular DH5aq., los resultados obtenidos con las diferentes concentraciones
de NMM fueron similares. EI compuesto NMM no interferia sobre el crecimiento de la

linea celular DH5¢..
4.4.3.2. Efecto del compuesto N-Metil-Mesoporfirina en la conjugacién bacteriana

Se disefid un experimento de conjugacion con concentraciones crecientes de NMM.
Como donadora, se emple6 la cepa DH5a (Tabla M3 M&M), portadora del plasmido
R388 a transferir. Como receptora, la cepa D1210 (Tabla M3 M&M). Los resultados se
describen a continuacion, en la Tabla R1:

Cepadonadora/
Plasmido Cepareceptora | Condiciones ensayo Frecuenciaconjugacion

0% DMSO 0 uM 36 %102

DH50/R388 D1210 NMM ’
3,3% DMSO 0 uM 30* 102

DH50/R388 D1210 NMM !
10uM NMM en 3,3 % 51 * 102

DH50/R388 D1210 DMSO !
20 uM NMM en 3,3 % 37 %102

DH50/R388 D1210 DMSO !
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Tabla R1. Ensayo de conjugacion de DH5a (donadoras con el plasmido R388) y
D1210 (receptoras). Se describen 4 ensayos diferentes, llevados a cabo en las
condiciones indicadas en la Tabla y segun los experimentos de conjugacion indicados en
la seccion de M&M.

Tal y como se observa en los datos de la tabla, los resultados no difirieron
significativamente entre las 4 condiciones experimentales. Las frecuencias de
conjugacion fueron muy similares en todos los casos. Como conclusién podemos decir
que, al menos en las condiciones de estos ensayos, el compuesto NMM no interfiere en
la conjugacién. Sin embargo, no disponemos de datos suficientes para poder concluir si
estos resultados negativos se deben a que el compuesto no es accesible al interior de la
bacteria o bien, que ain siendo efectiva su union a estructuras G-quadruplex, éstas sean
prescindibles para el mecanismo conjugativo o el propio crecimiento bacteriano.

4.4.3.3. Efecto del compuesto N-Metil-Mesoporfirina en la actividad ATPasa de
TrwB dependiente de G4-DNA

TrwB se une a estructuras G-quadruplex con una elevada afinidad (Matilla et al., 2010),
con un valor de Kg = 0,3 nM. Ademas, este tipo de estructuras favorecen la
hexamerizacién de TrwB y estimulan su actividad ATPasa, ligada a la capacidad del
motor para translocar DNA.

Segun el equilibrio de formacién de algunas estructuras G-quadruplex, su estabilidad es
muy labil, y depende de la presencia de unos valores muy concretos en factores como el
pH, la sal, etc (Smargiasso et al., 2008). Tal y como se ha indicado anteriormente, el
compuesto NMM (N-metil-mesoporfirina) es capaz de reconocer DNA G-quadruplex y
estabilizarlo (Beaume et al., 2013). De esta forma, la unién y estabilizacion de estos
compuestos a estructuras G-quadruplex podria ser una forma de influir en la interaccion
de TrwB con el DNA plasmidico en el mecanismo de la conjugacién. Por este motivo,
ademas de llevar a cabo ensayos de conjugacion en ausencia y presencia de NMM
(presentados en la seccion anterior 4.4.3.2.), decidimos probar el efecto de este compuesto
in vitro, con el fin de comprobar si afectaba a la interaccion de TrwB con estructuras G-
quadruplex.

Una forma sencilla y accesible para demostrar si NMM interferia en la interaccion de
TrwB con las estructuras G-quadruplex de R388 era incluirla en ensayos ATPasa de TrwB.
Por este motivo, el efecto de esta molécula (NMM), se analiz6 en ensayos ATPasa de
TrwB en presencia de DNA G-quadruplex.

Efecto de la molécula NMM sobre la actividad ATPasa de TrwB dependiente de DNA
G4

Los ensayos ATPasa se llevaron a cabo tal y como se ha indicado en la Seccién 3.7.5.
(M&M), si bien en este caso el DNA se incubo previamente con el compuesto NMM en
el buffer de ensayo vy la reaccion se inicid afiadiendo TrwB al mismo. Los resultados se
indican a continuacion, en la Figura R53:
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Figura R53. Ensayo de Actividad ATPasa de TrwBAN70 (1 uM) frente a DNA G-
quadruplex (10 uMbases) Y concentraciones crecientes de NMM. Para el ensayo, se
empled un buffer ATPasa con 50 mM Pipes pH 6,2, 35 mM NaCl, 5 mM MgAc2, 5%
(v/v) de Glicerol, 0,5 mM Fosfoenolpiruvato, 0,25 mM NADH, 5 mM ATP, 60 pg/ml de
Piruvato Kinasa, 60 pg/ml de Lactato Deshidrogenasa, y concentraciones crecientes de
NMM.

Los resultados obtenidos fueron muy similares en todas las concentraciones de NMM
analizadas, indicando que este compuesto no interferia en la actividad ATPasa de TrwB
con DNA G-quadruplex.
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DISCUSION

TraB es un motor molecular de la familia de las translocasas SpollIE/FtsK, responsable
de la transferencia del plasmido pSVHI en el proceso conjugativo de Streptomyces
venezuelae. Transfiere el plasmido en forma de DNA de cadena doble en un tinico paso
que involucra exclusivamente a TraB y a una secuencia del plasmido, la secuencia TRS
(GACCCGGA), ubicada en una region de unas 200 pb llamada region ¢/t (Thoma et al.,
2012). La disposicion de las secuencias TRS en la region clt es similar a la que presentan
las secuencias repetidas de iterones que estan presentes en el origen de transferencia de
plasmidos conjugativos de bacterias gram negativas.

TraB posee tres dominios: un dominio N-terminal de unién a membrana, un dominio
motor ATPasa, de alta homologia con el dominio motor de todas las ATPasas de la familia
RecA/AAA+ ATPasas y por tltimo, un dominio “Winged Hélix-Turn-Helix” (WHTH) o
dominio-y de reconocimiento, responsable de reconocer la secuencia de 8pb
GACCCGGA 6 secuencia TRS (Sepulveda et al., 2011). Este ultimo dominio es muy
similar a los dominios y de FtsK y SpolllE, responsables del reconocimiento de las
secuencias KOPS y SRS respectivamente, ambas secuencias también de 8 bases
(Sivanathan et al., 2006) (Cattoni et al., 2014). Los motores moleculares FtsK y SpolIIE,
implicados en la transferencia de DNA cromosdmico en los procesos de division y
esporulacion, respectivamente, han sido ampliamente estudiados desde un punto de vista
bioquimico y estructural. Sin embargo, este no es el caso de TraB, un motor de gran
interés desde un punto de vista evolutivo, ya que esta implicado en la transferencia de un
plasmido conjugativo pero en forma de DNA de cadena doble. El mecanismo parece a
priori mas parecido al utilizado en los procesos de division y esporulacidn, en los que
también el DNA se transloca en forma de cadena doble, que al de conjugacion en gram
negativas basado en un T4SS (sistema de secrecion tipo IV), en el que el sustrato que se
transfiere es DNA de cadena simple.

En esta Tesis, por lo tanto, nos planteamos llevar a cabo un exhaustivo estudio sobre TraB,
caracterizando su actividad y determinando sus sustratos optimos. Para llevar a cabo este
trabajo y, debido a las dificultades de trabajar con una proteina integral de membrana, se
construy6 un clon de TraB con una delecion de los primeros 270 aminoacidos del extremo
N-terminal (TraBAN270). El objetivo principal de esta tesis ha sido caracterizar
bioquimicamente esta proteina y comparar su analisis con otra construccion en la que
hemos delecionado ademas los tltimos 79 aminoacidos del dominio C-terminal que
constituyen el dominio y (TraBAN270AC79).
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El bombeo de DNA desde la célula donadora a la receptora en el proceso conjugativo
requiere energia. Para transferir DNA, TraB obtiene la energia necesaria procedente de la
hidrélisis de ATP. Durante el desarrollo de esta tesis, se ha caracterizado la actividad
ATPasa de TraBAN270 bajo diferentes condiciones. El primer parametro estudiado fue el
pH. Se obtuvo un pH 6ptimo de 6,2. A este valor de pH, la proteina presenta una actividad
de 4.200 nmol ATP * mg™! * min "!. Esta dependencia del valor de pH explica los bajos
valores de actividad descritos previamente (820 nmol ATP * mg™' * min "")(Reuther y
cols., 2006). Estos autores llevaron a cabo sus experimentos a pH 8. Nuestros datos
demuestran que a ese valor de pH, TraB apenas presenta actividad ATPasa. Una vez
optimizado el pH, se llevaron a cabo ensayos de actividad en presencia de ssDNA y
dsDNA. Con estos experimentos, hemos podido concluir que TraB presenta una actividad
ATPasa dependiente de DNA. Este dato, de nuevo, estd en contraposicion a los datos
obtenidos por Reuther y cols. que no fueron capaces de determinar una actividad ATPasa
dependiente de DNA debido a las condiciones de ensayo empleadas (Reuther et al., 2006).
El sustrato que estimula mejor la actividad ATPasa de TraB es dsDNA (55.000 nmol ATP
* mg™! * min "V, algo que a priori cabria esperar puesto que se trata del sustrato bioldgico
de TraB en el proceso de transferencia. Ademas, hemos caracterizado la actividad del
motor en presencia de diferentes sales (sales de magnesio, sodio, potasio, etc...),
definiendo los pardmetros optimos de actividad de esta proteina.

La actividad ATPasa se caracterizdé también en el mutante TraBAN270AC79, con el fin
de determinar la influencia del dominio y en presencia de diferentes sustratos de DNA.
Los resultados obtenidos indican que el dominio y no influye en la actividad ATPasa de
TraB con ninguno de los sustratos de DNA empleados, puesto que los valores de actividad
obtenidos fueron similares para ambas construcciones. Este resultado difiere al observado
con SpollIE, donde el dominio y, ademas de inactivar el enzima en ausencia de DNA,
estimula la actividad ATPasa al interactuar con la secuencia SRS dispuesta en la
orientacion permitida (Besprozvannaya et al., 2013). Segtin el modelo propuesto, SpollIE
estimula su actividad a través del dominio y en presencia de la secuencia SRS pero, tras
el estimulo, transloca con la misma intensidad a pesar de encontrar secuencias SRS
dispuestas en la orientacion contraria (Besprozvannaya et al., 2013). En nuestros estudios
con TraB, observamos una actividad en presencia de dsDNA de aproximadamente 70
moléculas de ATP hidrolizadas por segundo y por molécula de TraB (55.000 nmol ATP *
mg! * min™). En el caso de SpollIE, los valores de actividad ATPasa obtenidos varian
entre 100 y 500 moléculas-ATP * segundo! * molécula! (Besprozvannaya et al.,
2013)(Fiche et al., 2013). La explicacion para la diferencia entre estos valores reside
probablemente en la funcion bioldgica de ambas: TraB transloca un plasmido de 12 Kb
mientras que SpollIE debe translocar todo el contenido cromosémico de la bacteria. Por
ultimo, cabe citar que si tomaramos como referencia los valores de SpollIE, teniendo en
cuenta que es capaz de translocar 2 bases por molécula de ATP hidrolizada
(Besprozvannaya et al., 2013), podemos decir que TraBAN270 seria capaz de translocar
140 bases del plasmido por segundo. Es decir, TraB seria capaz de translocar las 12 Kb
del plasmido pSVH1 en poco més de un minuto.
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TraB interact@ia con la region clt del pldsmido que debe transferir a través de las
secuencias TRS. Esta interaccion es imprescindible para la conjugacion en Streptomyces
(Thoma et al., 2012). In vitro, se ha observado que la union de TraB al DNA es aun mas
fuerte empleando secuencias de DNA con mas de una repeticion TRS (Vogelmann et al.,
2011). En el desarrollo de nuestro trabajo, nos dimos cuenta de que las secuencias TRS
son secuencias ricas en “Gs”, de forma que la region c/t del plasmido, formada por varias
repeticiones de la secuencia TRS, cumplia con la secuencia consenso de formacion de
estructuras G-quadruplex. TrwB, , con quien comparte una importante similitud
estructural en el dominio motor, reconoce estructuras G-quadruplex con una afinidad muy
alta (Kd = 0,3 nM), siendo éste su sustrato de DNA preferente (Matilla et al., 2010). TrwB
no dispone de dominio v, pero reconoce el sustrato G-quadruplex a través de su dominio
motor, sin la necesidad de una disponer de una secuencia especifica. El estudio de afinidad
de TraB por estructuras G-quadruplex llevado a cabo en esta tesis, indica también una
gran afinidad de este motor por estas estructuras G-quadruplex. A pesar de que los valores
de afinidad de TraBAN270 y TraBAN270AC79 por el DNA G-quadruplex difieren en un
orden de magnitud (Kd traBan270=23 nM y Kdtrapan270ac79 = 193 nM), ambos valores son
muy superiores a los obtenidos para cualquier otro sustrato de DNA. Estos resultados
indican no s6lo que el G-quadruplex es el sustrato preferente, sino que ademas el dominio
motor es el responsable de su reconocimiento, puesto que la afinidad de este dominio por
el sustrato es muy elevada. De esta forma, al igual que TrwB, TraB es capaz de reconocer
estructuras G-quadruplex sin necesidad del dominio y o una secuencia especifica.

Los resultados obtenidos en esta Tesis sugieren un mecanismo de reconocimiento del
DNA comun para esta familia de motores implicados en transferir DNA a través de
membranas bioldgicas. En el caso de FtsK, su afinidad por el DNA es maxima en
presencia de varios fragmentos KOPS consecutivos (Sivanathan et al., 2006). Estos
segmentos de DNA con 3 KOPS consecutivas denominados tKOPS (triple KOPS),
cumplen también con la secuencia consenso de formacion de DNA G-quadruplex. La
estructura del dominio y de FtsK se ha resuelto por cristalografia de rayos X (Lowe et al.,
2008). La estructura muestra 3 dominios y unidos a una secuencia de 16 pares de bases
de dsDNA que contiene la secuencia KOPS (Lowe et al., 2008). Un anélisis de la vista
frontal de esta estructura (Figura D1) permite observar que las 3 subunidades y rodean la
doble hélice de DNA, dejando espacio para un cuarto dominio y que en la estructura
resuelta no estd presente, probablemente por la falta de una secuencia mas larga que
permita su union. Esta estructura resulta muy controvertida ya que FtsK, al igual que el
resto de motores de esta gran familia de proteinas, es activo en forma hexamerica. Es
dificil, con la informacidn disponible saber cual puede ser la disposicion de los dominios
vy restantes que conforman el hexdmero, pero resulta tentadora la idea de que el motor
pueda adquirir conformacionalmente algun tipo de estructura con simetria cuatro que le
permita reconocer la estructura del G4 DNA (o G-quadruplex).
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Figura D1. Vista lateral y frontal de 3 subunidades y de FtsK unidas a la secuencia
especifica de dsSDNA ACCAGGGCAGGGCGAC. Figura tomada de Lowe et al., (2008)
(pdb: 2VE9).

Tal y como se habia descrito previamente (Vogelmann et al., 2016) , las secuencias TRS
estimulan la interaccion de TraB con el DNA s6lo en presencia del dominio y. El dominio
Yy es, por tanto, el responsable de la interaccion de TraB con secuencias especificas. En
nuestro trabajo, estudiamos la interaccion con secuencias TRS dispuestas en las dos
orientaciones: 5’-3’ y 3’-5°, no encontrando entre ambas diferencias significativas. Estos
ensayos se llevaron a cabo con el fin de detectar una posible direccionalidad en el
movimiento de translocacion de TraB, tal y como se habia detectado en otros motores de
la familia (Lowe et al., 2008)(May et al., 2015)(Besprozvannaya et al., 2013). Los
resultados obtenidos en nuestros ensayos EMSA, ademas de los obtenidos al cuantificar
la actividad ATPasa sugieren la inexistencia de direccionalidad en la interaccion de TraB
con las secuencias TRS.
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Las similitudes entre los dominios motores de TraB y TrwB, su capacidad para reconocer
estructuras G-quadruplex, junto con el hecho de que en ambos el sustrato biologico es un
plasmido, podria apuntar a un inico mecanismo molecular sin direccionalidad en su
interaccion con el DNA. Tal y como hemos sefialado varias veces a lo largo de la Tesis,
el sustrato preferente de TrwB es el DNA G-quadruplex (Matilla et al., 2010). Sin
embargo, el mecanismo de transferencia del plasmido conjugativo también requiere la
unidn especifica a una region determinada del plasmido: el origen de transferencia. La
union viene determinada por la proteina TrwA, una proteina accesoria que reconoce de
forma especifica una repeticion invertida (IR)en el origen de transferencia (Moncalian et
al., 2004). TrwA se une al DNA a través de su extremo N-terminal, mientras que el C-
terminal esta implicado en la unién a la proteina TrwB y en la estimulacion de su actividad
ATPasa (Tato et al., 2007). Todos estos datos sugieren una relacion evolutiva entre esta
familia de motores, de forma que el papel de reconocimiento de una secuencia especifica
del dominio y en TraB, FtsK o SpolllE podria ser equivalente al de TrwA. Estudios
filogenéticos llevados a cabo con un elevado niumero de proteinas de esta familia sugiere
que si bien es cierto que todas ellas comparten un origen comun, deben hacerse algunas
matizaciones. El dominio motor de las proteinas del tipo FtsK divergio de forma separada
al grupo de TrwB y, curiosamente, TraB parece haber divergido hacia una rama diferente
una vez producida la separacion entre las familias FtsK- y TrwB-like (Pena et al., 2012).

Al analizar los valores de afinidad de TraB por secuencias TRS y compararlos con los
obtenidos con un fragmento de DNA del mismo tamafo extraido de la region c/t del
plasmido pSVHI, comprobamos que TraB presentaba mejores valores de afinidad por
este ultimo. Al estudiar en profundidad este fragmento comprobamos que tanto el
fragmento ¢/t como su complementario eran capaces de formar en disolucion estructuras
de DNA secundarias compatibles con la forma G-quadruplex. Tras estudiar la interaccion
de TraBAN270 con ssDNA correspondiente al fragmento ¢/t y a su complementario,
analizamos también la interaccion del enzima con ambos fragmentos de forma simultanea.
El valor de afinidad obtenido era comparable al valor obtenido con DNA G-quadruplex.
En contraposicion, la afinidad por un sustrato dsDNA formado por el tratamiento de
hibridacién de ambas cadenas de DNA (y eliminacién de la estructura por el tratamiento)
era muy baja. Este resultado sugiere que el sustrato biologico de TraB podria consistir en
una horquilla de dsDNA cuyas hebras abiertas se estructurarian como DNA G-quadruplex,
reconociendo TraB ambas cadenas de forma simultdnea. A partir de este resultado,
proponemos un modelo basado en el reconocimiento simultaneo de secuencia especifica
a través del dominio y de TraB y de reconocimiento de estructura a través de su dominio
motor. La siguiente figura muestra un esquema del modelo propuesto:
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Figura D2. Modelo molecular propuesto para la interacciéon de TraBAN270 con el
plasmido conjugativo pSVHI1. (A) plasmido pSVHI con la region c/t marcada en rojo
y estructurada en forma de G-quadruplex intramolecular. Ademads, se representa el
hexamero de TraBAN270 proximo a la molécula plasmidica, con el dominio motor en
color azul y el dominio y en negro. (B, C) TraB hexamérico ensamblado en torno a dsDNA
de pSVHI. El dominio motor reconoceria la estructura G-quadruplex y el dominio y la
secuencia TRS de forma simultdnea o secuencial. (D) posible relajacion del DNA G4 y
translocacion de dsDNA.
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En este modelo, se representa a TraBAN270 pre-ensamblada en forma hexamérica. Segiin
los resultados de esta Tesis, TraB existe también en un estado oligdbmerico superior en
solucion, al menos en las condiciones de ensayo empleadas en este trabajo. Estudios de
filtracion en gel muestran que la proteina es capaz de formar un estado oligomérico de
orden superior, con una MW aproximada de 2.400 KDa. Esta muestra no forma agregados,
sino que se trata de una muestra homogénea y monodispersa, tal y como se aprecia en las
micrografias obtenidas por microscopia electronica. Un andlisis preliminar de dichas
muestras indica que la proteina estd formando una estructura con un eje de simetria cuatro
y, dada la masa molecular observada, podria tratarse de un ensamblaje de cuatro
hexameros. Es dificil saber, en este estadio, si este complejo de gran tamafio se
corresponde con el estado funcional de la proteina in vivo o si, por el contrario, se trata
de un artefacto producido in vitro en nuestras condiciones de purificacion. En SpollIE la
presencia de hexdmeros y asociaciones de mayor tamafio estd confirmada por
microscopia de super-resolucion, observandose complejos de ~45 nm que son reclutados
a los puntos de formacion del septo. Tras la induccion del proceso de esporulacion, estos
complejos contienen 47 +/- 20 moléculas de SpolllE, una mayoria de las cuales se
encuentra ensamblada en forma de hexameros (Fiche et al., 2013). En células creciendo
de forma exponencial, los clusters observados en los septos en formacion contienen 20
+/- 4 moléculas de SpollIE, lo cual apoya un modelo de translocacion de DNA a través
de un poro acuoso que en el que SpollIE prevendria la fusion de membranas hasta que el
proceso de segregacion cromosomica hubiera ocurrido al completo. En vista de estos
resultados, un ensamblaje de cuatro hexdmeros por cada brazo cromosdémico que se
transloca es perfectamente plausible. Cada hexamero tiene un tamafo de unos ~12 nm
(Massey et al., 2006) y el tamafio de nuestra estructura de TraB de elevada MW es de ~24
nm, lo cual es compatible con este tipo de disposicion de grandes complejos observado
en SpollIE por microscopia.

Existen dos modelos para explicar la interaccion de SpolIIE/FtsK con el DNA (Cattoni et
al., 2014). El primer modelo, descrito para SpollIE, presenta a la secuencia SRS como un
sitio de carga, capaz ademads de estimular su funcion translocasa a través de la interaccion
de SRS con el dominio y. El segundo modelo propone que SpolllE, en forma de anillo
hexamérico abierto, interacciona con el dsSDNA de forma inespecifica y, a continuacion,
difunde a lo largo del DNA hasta encontrar la secuencia SRS. Una vez localizada la
secuencia, SpollIE se activaria por medio de la interaccion de SRS con los dominios Y.
Los resultados obtenidos en esta tesis en relacion a las estructuras G-quadruplex parecen
indicar que, efectivamente, este tipo de estructuras secundarias en el DNA podrian servir
para ser reconocidas de forma rapida y eficiente antes de establecer una union con una
secuencia especifica. El diametro del poro del hexdmero de TraB es de aproximadamente
3,1 nm, resuelto mediante microscopia electronica (Vogelmann et al., 2011). Si bien este
valor obtenido a partir de micrografias no es nada exacto, es un diametro similar al de
FtsK (obtenido a partir de su estructura atomica)(Massey et al., 2006). Este tamafio de
poro es compatible con la funcion propuesta para este grupo de proteinas: translocar DNA
de doble cadena y difiere del diametro de poro de TrwB, de 2 nm, mas estrecho al estar
disefiada para translocar ssDNA.
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Al analizar los valores de actividad de TrwB, éstos s6lo son comparables a los obtenidos
con TraB cuando TrwB interactia con la proteina TrwA. En presencia de TrwA, los
valores de actividad de TrwBAN70 aumentan un orden de magnitud (Tato et al., 2007).
En esta tesis, analizamos la actividad de TrwB con DNA G-quadruplex en presencia de
TrwA, alcanzando valores de 30.000 nmol ATP * mg "'* min"!. Los valores obtenidos con
ssDNA y dsDNA fueron mucho mas bajos (ambos 5.000 nmol ATP * mg “'* min™!). Este
dato sugiere que este tipo de estructuras podrian estar jugando un papel importante en la
actividad de TrwB in vivo. Por este motivo, analizamos los plasmidos R388 y pSVHI,
sobre los que acttian TrwB y TraB, respectivamente, en busca de secuencias candidatas a
estructurarse como G-quadruplex. En R388 se encontraron dos posibles secuencias: la
primera sobre la secuencia de #wC y la segunda proxima al gen sthC. Ambas se
encontraban cercanas a la secuencia de reconocimiento del relaxosoma. El contacto entre
TrwB y DNA G-quadruplex promueve la hexamerizacion de la proteina (Tato et al., 2005),
por lo que podemos especular que determinadas secuencias en R388 podrian estar
estructuradas como DNA G-quadruplex, sirviendo como sefial de hexamerizacion y carga
de TrwB en el DNA. De esta forma, el motor se ensamblaria en torno al DNA,
orientandolo con el oriT hacia el canal de secrecion. En el caso del plasmido pSVHI
hemos encontrado siete posibles secuencias G-quadruplex; verificando la capacidad de
estructurarse de una de ellas: en la region clt del plasmido donde se encuentran repetidas
las secuencias TRS. El andlisis de esta secuencia indica que es capaz de estructurarse con
gran facilidad por lo que, en condiciones fisiologicas, el DNA de esta region es probable
que se encuentre formando este tipo de estructuras. Ademas, las siete secuencias TRS
estan localizadas exclusivamente sobre el tercio de la molécula donde reside el gen traB.
Este evento, cuya probabilidad asociada corresponde a un valor de (1/3)’, junto a los
valores de afinidad obtenidos con TraB y DNA G-quadruplex, sugiere un papel esencial
para este tipo de estructuras, de forma que la interaccion podria ayudar a TraB a orientarse
de forma correcta sobre el DNA plasmidico.

Finalmente, en un intento de relacionar la actividad observada en estas proteinas en
presencia de G-quadruplex, caracterizamos también la actividad ATPasa de RecQ en
presencia de diferentes sustratos de DNA. RecQ es un motor implicado en resolver
estructuras de DNA G-quadruplex, con un dominio de unién a DNA de alta afinidad por
estas estructuras (Huber et al., 2006). Nuestros resultados muestran que la helicasa RecQ
de E. coli presenta valores de actividad de la misma magnitud que TraB y casi idénticos
a los encontrados a TrwBAN20 en presencia de DNA G-quadruplex. En definitiva, los
resultados obtenidos en esta Tesis apuntan a un mecanismo de reconocimiento del DNA
similar en este tipo de motores moleculares implicados en transferir DNA a través de
membranas bioldgicas. Este mecanismo implicaria la existencia de estructuras del tipo G-
quadruplex en el DNA, de forma que este tipo de estructuras, al igual que ocurre en
eucariotas, estaria jugando un papel fundamental en el proceso de reconocimiento y
translocacion del DNA. Futuros estudios, principalmente a nivel estructural, seran
necesarios para poder resolver el papel exacto que juegan este tipo de estructuras en el
mecanismo de transferencia.
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1. TraB presenta una actividad ATPasa dependiente del valor del pH del medio, con
valores Optimos de actividad a pH 6.2. La caracterizacion de esta actividad ATPasa en
presencia de diferentes sales y sustratos nos ha permitido determinar los pardmetros
optimos de actividad.

2. La actividad ATPasa de TraB es dependiente de DNA. Los valores maximos de
actividad se obtienen en presencia de dsDNA, siendo el ssDNA menos efectivo en la
estimulacion de dicha actividad.

3. El dominio y de TraB no produce ningun efecto sobre la actividad ATPasa de TraB en
presencia de los sustratos de DNA empleados en esta tesis. La actividad ATPasa de TraB
observada depende exclusivamente del dominio motor.

4. El dominio y de TraB favorece la interaccion con dsDNA en presencia de secuencias
especificas (secuencias TRS). EI mutante TraBAN270AC79, carente de este dominio, no
presenta afinidad por este tipo de secuencias.

5. TraB forma estructuras oligoméricas de elevada masa molecular. La muestra es
homogénea y monodispersa y su observacion al microscopio electronico revela complejos
proteicos con simetria 4. Los datos obtenidos son compatibles con un complejo formado
por cuatro hexameros de TraB.

6. TraB presenta una gran afinidad por sustratos G-quadruplex, una afinidad superior a la
que presenta por sustratos especificos con secuencias TRS. Podemos concluir que el G-
quadruplex es el sustrato preferente de TraB, tanto en presencia como en ausencia del
dominio v, sugiriendo que el dominio motor es el responsable de la unién a este tipo de
sustratos.

7. Laactividad de TraB fue comparada con la de otros motores que utilizan G-quadruplex
como sustrato. La actividad ATPasa de TrwB se estimula en presencia del sustrato G-
quadruplex, alcanzando velocidades de reaccion 5y 30 veces superiores a las obtenidas
con dsDNA y ssDNA, respectivamente. Aln asi, estos valores de actividad estan un orden
de magnitud por debajo de los obtenidos con TraB. Unicamente en presencia de TrwA,
se alcanzan estos valores de velocidad maxima.

8. RecQ presenta mayor actividad ATPasa con susbtratos ssSDNA y G-quadruplex, siendo
menos efectivo con dsDNA. A pesar de ser un motor cuya funcién especifica es separar
estructuras G-quadruplex, es igual de eficiente con sSDNA. Los valores de actividad
obtenidos con este motor son comparables a los obtenidos con TraB, y a los obtenidos
con TrwB en presencia de TrwA.

9. En nuestras condiciones de ensayo, no hemos sido capaces de observar una actividad

de translocacion para TraB o TrwB. Los unicos motores analizados capaces de moverse
sobre el DNA con una fuerza capaz de disociar la union de estreptavidina al DNA han
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sido TrwC y Dda. Dda es capaz de resolver la estructura G-quadruplex dando lugar a
cadenas sencillas de DNA, una actividad no descrita hasta el momento.

10. Un anélisis de los plasmidos R388 y pSVH1 muestra que ambos contienen potenciales
secuencias capaces de formar estructuras G-quadruplex. La secuencia clt del plasmido
pSVHL1, que contiene varias repeticiones TRS y es responsable de la union a TraB a través
del dominio vy, se ha analizado in vitro, mostrando una estructura secundaria compatible
con estructuras G-quadruplex intramoleculares.
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