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Summary

Mitochondria is an essential organelle of the cell. It produces the ATP and plays a funda-
mental role in process as cell signaling, apoptosis and aging. Although most DNA is packaged
in chromosomes within the nucleus, mitochondria has its own DNA, which in humans is a cir-
cular genome of 16.600 base pairs that encodes for 37 genes. Human mitochondrial DNA is in
a high number of copies distributed through the cell and the correct expression and translation
of the proteins and nucleic acids enconded in the DNA is crucial for cell function. Mutations in
mtDNA lead to muscular and neurological diseases and are linked to aging, cancer o metabolic
disease.

The mtDNA replication mechanism is still under debate, but there has been reconstituted a
minimal mammalian mtDNA replisome in vitro with a minimun of three proteins: the helicase
TWINKLE, the DNA polimerasey (poly) and the mitochondrial SSB. The helicase unwinds
the double stranded DNA (dsDNA) into two single stranded DNA (ssDNA), one of them is
used as a template by poly (leading strand) and the other will be covered by mtSSB (lagging
strand). At about two thirds of the distance around the genome, the the replication of the
lagging strand is initiated and synthesis proceeds continuously. In the lagging strand, the poly
will replicate a substrate of ssDNA covered by mtSSB. Mutations in the genes coding for
this proteins are associated with human diseases such as neurodegenerative disease, migraine,
epilepsy, Parkingson and premature aging.

Single-molecule manipulation techniques such as optical tweezers have allowed, for the first
time, to measure and quantify the mechano-chemical process and kinetics of biological systems
at molecular level. Optical tweezers can be used as quantitative tools to exert calibrated forces
on systems of interest as well as accurately and sensitively measure the forces and displace-
ment generated by these systems. They allow us to gain essential insights into the mechanical
properties of biological macromolecules and the dynamics an mechanisms of molecular sistems.

The objective of this thesis is to use the optical tweezers to:

s Determine the structure and organization of mtSSB-ssDNA complexes assembled on diffe-
rent experimental conditions: Genome replication induces the generation of large stretches
of ssDNA intermediates that are rapidly protected by mtSSB proteins with high affinity.

mtSSB is a tetramer that presents multiple sites to interact with ssDNA, wich has been
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shown in wvitro to enable them to bind a variable number of single-stranded nucleoti-
des depending on the salt and protein concentration. It has long been suggested that
different binding modes might be used selectively for different functions. To study this
possibility, we used optical tweezers to determine and compare the structure of long,
individual mtSSB-DNA complexes assembled on preformed ssDNA and on ssDNA gene-
rated gradually during in situ DNA synthesis. Whe found that when binding occurs on
preformed ssDNA, two major modes prevail in which the mtSSB binds ~35nt/tetramer
(mtSSB35) and ~70nt /tetramer (mtSSB7g), depending on protein and salt concentration.
However, when protein binding is coupled to strand-displacement DNA synthesis, only
the mtSSB35; mode was observed under all experimental conditions. This results reveal
that the mtSSB35 binding mode is the relevant in replication, playing a key role in gene-
rating the appropriate nucleoprotein structure for DNA synthetic reactions required for

genome maintenance.

» Determine the coordinated activity of poly and mtSSB during lagging strand synthesis:
mtSSB bind ssDNA with high affinity, but bound mtSSB has to be removed from ssDNA
by poly without compromising lagging strand replication. Here we used optical tweezers
to measure the real-time replication kinetics of human mitochondrial DNA polymerase
and bacteriophage T7 polymerase on free-ssDNA, in comparison with ssDNA covered
with parental and non-parental SSB under mechanical tension. Our results show that
the elimination of template secondary structure by SSB binding facilitates the maxi-
mum replication rate of the lagging strand polymerase. We demonstrate that specific
polymerase-SSB repulsive interactions, up to ~12kgT, are required for polymerase to dis-
lodge SSB from the template without compromising the advance of the polymerase. In
contrast, in the absence of polymerase-SSB interactions, SSB is a barrier for the advance
of the polymerase, slowing down DNA synthesis. In addition, the similarities found in the
mitochondrial and bacteriophage T7 DNA replication systems suggest that their respec-
tive polymerases may use similar mechanism to dislodge the tightly bound SSBs during

laggin strand DNA synthesis.

In this thesis we set up the starting point for future mitochondrial DNA replication studies.
The conclusions here will shed light on the mitochondrial DNA replication mechanism and
its relation with mitochondrial diseases, which are so far unknown. Besides, in this work we
have developed new physical and mathematical tools that will be useful for future studies in
the field, as for the mitochondrial DNA replication system as well as for other biologically

analogous systems.
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Resumen

La mitocondria es un organulo celular esencial para el metabolismo celular. Produce el ATP
y juega un papel fundamental en procesos relacionados con la senalizacion celular, apoptosis y
envejecimiento (oxidacién celular). A diferencia de otros organulos (con excepcién del nicleo
celular), la mitocondria presenta su propio genoma; en humanos, este es un ADN circular de
16.600 pares de bases que contiene 37 genes y del que existen multitud de copias distribuidas
por toda la mitocondria. La expresion eficiente de estas proteinas y acidos es fundamental para
su correcto funcionamiento. Por tanto, el mantenimiento de genoma mitocondrial (mtDNA)
y replicacién fidedigna son esenciales para la viabilidad celular. De hecho, en humanos, una
replicacion ineficiente y/o poco fiel del mtDNA esté relacionada con el desarrollo de tipos
especificos de cancer, envejecimiento prematuro o la aparicién de enfermedades mitocondriales;
desordenes metabdlicos y neurodegenerativos crénicos. Hoy en dia el modelo de replicacion del
mtDNA estd aun en debate. Sin embargo, se han identificado tres componentes que forman
el replisoma mitocondrial minimo en humanos; la helicasa TWINKLE, la polimerasay (poly),
y la SSB mitocondrial. La helicasa abre la hebra doble del ADN (dsDNA) en dos cadenas
sencillas (ssDNA), una de ellas, la cadena lider es utilizada como molde por la polimerasa
poly para producir dsDNA, y la otra, la desplazada, es rapidamente recubierta por la mtSSB.
Cuando la replicacién de la cadena lider ha alcanzado dos terceras partes del total, comienza
la replicacién en la cadena desplazada, donde la poly debe replicar un sustrato de ssDNA
previamente recubierto por la mtSSB. Las proteinas que forman el replisoma mitocondrial
humano retinen una funcién vital, y es sabido que mutaciones en la secuencia de estas proteinas
se relacionan con alteraciones en la funcién mitocondrial y enfermedades neurodegenerativas,
migranas, epilepsia o Parkinson. El reciente desarrollo de técnicas de manipulacién de moléculas
a nivel individual, como las pinzas épticas, esta permitiendo por primera vez medir y cuantificar
los procesos dinamicos y mecano-quimicos que rigen el funcionamiento de los sistemas biolégicos
a nivel molecular. Permiten seguir la actividad de una sola proteina en tiempo real identificando
la dinamica del proceso. Ademas, las pinzas épticas permiten medir y ejercer fuerzas mecéanicas
sobre el sistema biologico en estudio. Asi, es posible determinar los procesos mecanicos que
gobiernan su funcionamiento y la relacién de estos con la coordenada mecano-quimica del

sistema biolégico. El objetivo principal de esta tesis es el de aprovechar las propiedades de la
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pinzas Opticas para:

» Determinar la organizacion de complejos ssDNA-mtSSB en diferentes condiciones expe-
riementales: Durante la replicacion de mtDNA se forman largos complejos mtDNA-mtSSB
donde la mtSSB se une al ssDNA con gran afinidad. La mtSSB es un tetramero que pre-
senta varios puntos de unién capaces de interaccionar con el ADN de modo que pueden
organizar el material genético uniendo un nimero variable de nucleétidos. Se ha especu-
lado que estos modos podrian seleccionarse de forma preferente en funcion del proceso
celular, pero se desconoce si alguno predomina en la replicacion. En esta tesis hemos
recreado estos complejos y estudiado el modo de union de la mtSSB al ssDNA. Para ello
hemos usado dos condiciones experimentales: unién a un ssDNA que ha sido previamente
generado, y unién a un ssDNA que es generado de forma gradual mientras tiene lugar la
replicaciéon in situ. Hemos visto que cuando la unién se produce a un ADN previamen-
te generado, la mtSSB lo organiza en dos modos de unién principales en los que unen
~3bnt /tetramero (mtSSBss) y ~70nt/tetramero (mtSSB7p). Ademds la prevalencia de
uno u otro modo depende de la concentracion de sal y proteina. Sin embargo, cuando la
unién de la mtSSB tiene lugar de forma acoplada con la sintesis de ADN predomina el
modo mtSSB35. Este hecho implica que el modo relevante en la replicacién es el modo
mtSSB35, modo que serviria para preparar el sustrato adecuado en la replicacién de la
cadena desplazada, asi como también en aquellas reacciones necesarias para el manteni-

miento del genoma mitocondrial.

s Determinar la accion coordinada da la mtSSB y la poly durante la sintesis de la cadena
desplazada: La mtSSB se une con gran afinidad al ADN, pero no deberia comprometer su
replicacion. Esto implica que debe existir algiin mecanismo que facilite la liberacién de
la mtSSB del sustrato de ADN durante la replicacion. Utilizamos las pinzas Opticas para
estudiar el efecto de la mtSSB parental, o silvestre, y SSB no parentales en la cinética
instantanea de replicaciéon de la polimerasa mitocondrial humana. Nuestros resultados
indican que la mtSSB silvestre estimula la cinética en tiempo real de la poly al eliminar
la estructura secundaria del ssDNA. También demostramos que para desplazar la mtSSB
sin que esta suponga un detrimento para el avance de la polimerasa, se establecen in-
teracciones funcionales especificas de naturaleza electrostatica entre ambas proteinas. La
magnitud de estas interacciones es de hasta 12kgT, lo que permite a la polimerasa expul-
sar activamente la mtSSB del ssDNA molde. Experimentos con SSB no parentales indican
que en ausencia de estas interacciones la SSB supone una barrera para el avance de la
polimerasa. Ademads, hemos comprobado que otros sistemas de replicaciéon (como el del
bacteriéfago T7) usan mecanismos semejantes para desplazar la SSB parentales unidas
al ADN, lo que sugiere que este mecanismo podria ser extrapolable a otros sistemas de

caracteristicas similares.
En esta tesis se han sentado las bases para futuros estudios de replicacién del ADN mitocon-
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drial humano. Sus conclusiones serviran para arrojar luz sobre los mecanismos de replicacién
y su relacion con enfermedades mitocondriales, tan desconocidas hasta ahora. Ademas, en este
trabajo se han desarrollado herramientas fisico-matematicas que seran de gran utilidad en el
campo de investigacién tanto para el sistema mitocondrial como para otros sistemas bioldgica-

mente analogos.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1. La mitocondria

Es dificil establecer una definicién absoluta del concepto de vida, ya que si observamos
el mundo que nos rodea, podemos contemplar variedades sorprendentes de seres vivos, desde
pequenos organismos unicelulares, hasta grandes conglomerados de seres vivos pluricelulares
como es el ser humado, formado por més de 103 células. Pero sin embargo, todos ellos comparten
una caracteristica comun, y es que incorporan energia desde su entorno para llevar a cabo sus
funciones vitales y mantener asf su organizacion. Sin embargo, todo sistema vivo pluricelular se
ha desarrollado a partir de una sola célula que se ha dividido originando dos células idénticas
mientras transmite su informacién genética a las células hijas. Esta herencia genética debe
contener las instrucciones necesarias para poder intercambiar informacion, energia y material
bioldgico con el exterior, por lo que dicha informacién genética debe tratarse de una copia exacta
de la contenida en la célula original (Cooper y Hausman 2017; Alberts y col. [2007)). Existen
multitud de tipos celulares, formados por distintas estructuras dependiendo de su funcién, pero
en términos generales se puede decir que la célula esta formada por distintos compartimentos
rodeados por una membrana, conocidos como los orgdnulos celulares.

Entre estos organulos se encuentran varios tipos: el nicleo, que contiene el genoma y es el
lugar donde se produce la sintesis de ADN y ARN. El citoplasma que lo rodea esta formado
por el citosol, que es una sustancia compuesta principalmente por agua e iones, y donde tiene
lugar la sintesis de proteinas y su degradacion. El citosol a su vez contiene diversos organulos
suspendidos en él (organulos citoplasmaéticos) y es el lugar donde se sintetizan la mayoria de las
moléculas intermedias que luego serviran para la construccion de las macromoléculas. El reticulo
endoplasmdtico se situa alrededor del ntcleo, y contiene los ribosomas, que leen la informacién
del ARN y la traducen en proteinas que luego pueden ser transportadas a otros lugares de la
célula. Parte de estas proteinas se transportan al aparato de Golgi, donde son modificadas y
enviadas a otras partes de la célula. Los lisosomas contienen enzimas digestivas que degradan el
material celular de origen interno o externo. Por otra parte las mitocondrias son unos organulos
que poseen una membrana adicional interna y llevan a cabo diversas funciones como son la
produccién de ATP, o Adenosin Trifosfato (la molécula energética de la célula) (O’Connor
y Adams 2010; Alberts y col. [2007). E1 ATP se genera en un proceso denominado fosforilacion
ozidativa (Gautheron [1984), que como se vera mas adelante, conlleva la generacién de radicales
libres en forma de oxigeno. Lidiar con estos radicales también convierte a la mitocondria en uno
de los mecanismos que dispone la célula como defensa anti-oxidante (Cadenas y Davies 2000)).
Ademas la mitocondria puede participar en algunos procesos de regulacién celular, ya que puede
desencadenar la apoptosis o la autofagia de la célula ante situaciones de estrés celular (Alberts
y col.|2007}; Nicholls 2002; Friedman y Nunnari 2014). Este organulo puede actuar como almacén
de cationes en condiciones de aumento de la concentracién de Ca™ en el citoplasma (Nicholls
y Akerman [1982) por lo su funcionamiento puede afectar a la comunicacién entre células y a la
fisiologia general del ser humano.

Este organulo posee una cualidad que lo hace unico, y es que conserva su propio ADN. Se
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cree que la mitocondria proviene de la endosimbiosis de una a-proteobacteria que fue fagocitada,
convirtiéndose en la maquinaria encargada de la produccién de energia (Margulis Margulis
de la célula anfitriona. Aunque existen estudios que demuestran que las mitocondrias
pertenecientes a distintos organismos poseen distintos tipos de ADN (desde un ADN capaz de
codificar para 67 proteinas en R. Americana (un tipo de mosca) hasta 3 en los apicomplezas,
unos protistas parasitos), la hipdtesis dice que todos comparten un ancestro comin, al poseer
genes similares y fragmentos de ADN compartidos entre si (Gray, Burguer y Lang ; Gray,
Burguer y Lang [2001; Ernster y Schatz[1981)). Estas diferencias en el genoma podrian deberse
a la transferencia de los genes de la mitocondria al nicleo a lo largo de la evolucién, tal y como
senalan algunos estudios como los mencionados anteriormente o el de Berg y Kurland .

Por otra parte, dependiendo del tipo celular, su funciéon y sus requerimientos de ATP, las
células tendran distinto ntimero de mitocondrias, lo que implica que pueden tener distinto
nimero de moléculas de ADN mitocondrial (mtDNA) por cada ADN nuclear (Barthelemy
y col. ; Miller y col. . Ademas las mitocondrias pueden fusionarse o dividirse (Friedman
y Nunnari 2014} Scott y Youle[2010), lo que implica que el mtDNA debe replicarse en numerosas
ocasiones. Estos ADN se organizan y compactan en los denominados nucleoides (ver figura
1.1JA), que son complejos proteicos que contienen factores de transcripcion y replicacién asi
como algunas proteinas estructurales necesarias para el mantenimiento del mtDNA (Holt y col.
2007)).

Membrana
externa

H+ H+ H+

Espacio
intermembranal

Membrana
externa

Matriz
mitocondrial

Cadena de transporte de
electrones ADP+P ATP

Figura 1.1: A) Estructura tridimensional de la mitocondria obtenida mediante criotomografia electrénica. La
figura muestra la seccién de la mitocondria de una célula cardiaca bovina. En azul se muestran los agregados de
nucleoides en los que se compacta y guarda el ADN mitocondrial (Holt y col. . Las estructuras que los alojan
representan las membranas mitocondriales (figura obtenida de la referencia (Gustafsson, Falkenberg y Larsson
2016)). B) Dibujo esquemaético del proceso de fosforilacién oxidativa. Los complejos proteicos coloreados en
verde (I, IT, IIT y IV). La ATP sintasa utiliza el grandiente de hidrégeno para producir ATP.

Tal y como se ha mencionado anteriormente, la mitocondria tiene una estructura carac-
teristica, ya que tiene una membrana interior que se repliega formando invaginaciones como
se muestra en la figura [I.1JA (Vogel y col. . La membrana externa envuelve a toda la
mitocondria formando una barrera natural selectiva, ya que incluso pequenos iones y sustratos

metabdlicos requieren el uso de proteinas transportadoras (Simbeni y col. [1991; Ardail y col.
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1990). La membrana interna encierra la matriz mitocondrial formando las invaginaciones donde
se alojan las protefnas implicadas en la fosforilacién oxidativa (figura [I.1JA, siendo el espacio

entre las membranas el denominado espacio intermembranal.

El proceso de la fosforilacion oxidativa ocurre mediante el transporte de electrones entre
varios complejos proteicos integrados en la membrana interna. En la figura [I.IB se muestra un
dibujo esquematico del proceso de transferencia de electrones entre dichos complejos proteicos,
denominados I, II, III y IV. El transporte de electrones se utiliza para bombear iones HT
(protones) al espacio intermembranal, creando asi un gradiente de protones entre dicho espacio
y la matriz mitocondrial. Este gradiente se usa por la proteina de membrana ATP sintetasa

para producir ATP mientras bombea protones a la matriz mitocondrial.

Para que se genere el gradiente de protones, la localizacién y el transporte de los electrones
a lo largo de los complejos debe ocurrir con gran precision, lo que implica que una sintesis
incorrecta de los complejos proteicos desembocaria en carencias en la produccion de ATP, con
consecuencias nefastas para la célula. Tal y como se comenté anteriormente, la mitocondria es
un organulo central en el correcto funcionamiento y comportamiento de la fisiologia humana,
por lo que si este organulo funciona de forma incorrecta, derivarda en numerosas enfermedades
que engloban todas las areas de la medicina: enfermedades neurodegenerativas, sindromes me-
tabdlicos, cdncer u obesidad. En algunos estudios como el de Nunnari y Suomalainen (2012) o
Ylikallio y Suomalainen (2011)) hacen una revisién de una multitud de enfermedades produci-
das por fallos en el funcionamiento mitocondrial, como puede ser la atrofia del nervio 6ptico
en adultos, que corresponde a defectos en el complejo I (ver figura ) También senalan que
mutaciones en el ADN nuclear que afectan a las enzimas encargadas de la replicacién del ADN
mitocondrial (como es la polimerasasy (poly)) pueden causar desérdenes hepato-cerebrales, epi-

lepsia o neuropatias (Graziewicz y col. 2004; hudson y Chinnery 2006]).

La naturaleza de estas enfermedades demuestra que la mitocondria esta involucrada en mul-
titud de procesos fisiologicos de células y tejidos. Para llevar a cabo su funcion mas conocida,
la sintesis de ATP, tienen que ocurrir una serie de fases como es el transporte de electrones a
lo largo de la Cadena de Transporte de Electrones (CTE), que como se ha comentado se utiliza
para generar un gradiente de protones entre las membranas externa e interna. Esto implica que
entre ambas membranas se genera un potencial electrostatico que es fundamental para otras
funciones mitocondriales, como son el transporte de proteinas a través de las membranas o co-
mo indicador de un correcto funcionamiento del organulo, generando cambios en la estructura
de las proteinas en caso de que la mitocondria no funcione como deberia. Ademéds, durante la
CTE entre los complejos I y III (figura ) se generan diferentes especies de oxigeno reac-
tivo (ROS), que incluyen radicales libres de oxigeno y perdxido de hidrégeno, lo que se ha
sugerido como contribuyente en algunas enfermedades neurodegenerativas como por ejemplo
la neuropatia hereditaria de Leber (Pétsy y col. 2008). También se sabe que los mecanismos
de senalizacién ROS/redox pueden afectar al crecimiento o diferenciacién celular y al man-

tenimiento de la homedstasis, ya que estan relacionados con enfermedades como el sindrome
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progeroide, producido por mutaciones en la actividad exonucleasa de la poly (Ahlgvist y col.
2012). También participa en la homedstasis del Ca™ ya que como se comentd es capaz de
almacenar este i6n para mantener la funcién celular, convirtiéndose en un organulo de vital
importancia en células como las neuronas, donde el flujo de Ca* mediado por la mitocondria
es fundamental para controlar la plasticidad neuronal, la liberacién de neurotransmisores o la
neurogénesis. Por otra parte, la mitocondria es el lugar donde ocurre el ciclo de Krebs o ciclo del
acido citrico (involucrado en el metabolismo de lipidos, azicares o aminodcidos), fundamental
en la produccion de ATP y en el metabolismo celular. Esto convierte a la mitocondria en un
indicador del estado energético de la célula, y al metabolismo mitocondrial en el organizador
de la respuesta fisiolégica de un tejido ante un estimulo. Por ello alteraciones en la masa y ac-
tividad mitocondrial, asi como en la concentracién del mtDNA, pueden ser factores relevantes
en obesidad o sindromes metabdlicos, tal y como indica el estudio de Pietildnen y col. (2008]),
llevado a cabo en gemelos con distinto indice de obesidad, con el mismo ADN mitocondrial pero
en distinta concentracién. Ademas, en relacion al metabolismo mitocondrial, algunos estudios
demuestran que defectos en la sintesis de determinadas enzimas mitocondriales pueden causar
enfermedades graves como cancer (gliomas o paragangliomas), por lo que estas enzimas estarian

actuando como supresores de tumores (Baysall y col. 2000; Cohen, Holmen y Colman 2013).

1.2. ADN mitocondrial

1.2.1. Molécula de ADN mitocondrial.

Azlcar
A) Fosfato / Nucleétido Cadena ADN B)
\

+ 6 —
T
Nucleésido Base L el
Cadena doble Doble hélice
3 3
5

Unidades
de
e=a azucar-fosfato
=

Pares de bases

Figura 1.2: A) Descripcién grafica del ADN. Los nucle6tidos se unen formando un polimero de cadena de
ADN (cadena sencilla). Luego los polimeros se unen dos a dos formando una estructura de doble hélice. B)
Representacion esquemética del ADN mitocondrial humano. El circulo exterior representa una de las cadenas,
y el interior la complementaria. El ADN mitocondrial es un ADN de 16600 pares de bases que codifica para 37
genes (ver texto principal). Imégenes modificadas de las referencias de Alberts y col. (2007) y Tuppen y col.
(2010).

El ADN mitocondrial es un ADN circular de cadena doble (dsDNA) de 16600 pares de bases
y 37 genes. En la figura[I.2]se detalla la codificacién del material genético mitocondrial: 13 genes
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son para proteinas asociadas a la cadena de la respiracion celular, coloreadas en azul, verde,
amarillo y purpura, 2 se utilizan en la sintesis del ARN ribosémico (banda roja) y 22 para la
sintesis de ARN de transferencia (bandas negras). La zona en gris es la zona de no codificacion,
que incluye el D-loop (en sus siglas en inglés) y el punto Oy, lugar de inicio de la replicacién
en la cadena lider. El punto senalizado como Oy, en la misma figura indica el punto de inicio de
la replicacién de la cadena retrasada (Anderson y col. . El resto de proteinas necesarias
para la funcién mitocondrial (unas ~1200) se producen en el ntcleo celular, y son importadas
directamente a la mitocondria (Gustafsson, Falkenberg y Larsson Berg y Kurland 2000)).

Una célula puede tener distinto niimero de moléculas de ADN mitocondrial en funcién del
tipo celular y su funcién (Miller y col. 2003} Barazzoni, Short y Nair 2000). Ademés los procesos
de fusién y divisién celular pueden implicar la regulacion y copia del genoma mitocondrial, lo
que convierte a la replicacién del ADN mitocondrial en un proceso de suma importancia para

permitir a la mitocondria conservar su funcion.

1.2.2. Sintesis del ADN mitocondrial humano.

O,>» Oy>

OL@ OL
!
Oy

O@

(o l ‘ Oy
of o,@ of of of
Desplazamiento RITOLS Modelo acoplado
de banda

Figura 1.3: Distintos modelos propuestos para la replicacién del ADN mitocondrial humano. Imagen originaria
del articulo de McKinney y Oliveira (2013)).

Si bien no existe una explicacién clara que explique cémo ocurre la replicacion del ADN
mitocondrial humano, existen varios modelos que intentan explicar dicho fenémeno. Estos mo-
delos vienen esquematizados en la figura [1.3] y se consideran generalmente 3: el modelo de
replicacion acoplada, el modelo RITOLS (en sus siglas en inglés RNA Incorporated Through
Out The Lagging Strand), y el modelo de desplazamiento de banda (McKinney y Oliveira ;
Holt y Reyes . El primero de todos, el modelo de replicacion acoplada, la sintesis del ADN
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ocurre de forma unidireccional y asimétrica, con dos origenes de replicacién distintos: uno en el
punto Op de la de la denominada cadena lider y otro en el Oy, de la llamada cadena retrasada
(ver figurdl.2B). En ambos sitios la replicacién comienza con la adiccién del RNA iniciador,
sintetizado por la ARN polimerasa (McKinney y Oliveira 2013) y sustrato utilizado por la poly
para empezar la incorporacion de los nucleétidos. Otro modelo considerado es el RITOLS, en el
cual la replicacién comienza en punto Oy en la cadena lider mientras que en la cadena retrasada
se generan fragmentos de ARN. Es decir, la replicacién del ADN mitocondrial humano es un
diplex en los que una de las dos cadenas se encuentra recubierta por ARN (Pohjoismaki y col.
2010)).

Por otra parte, el modelo de desplazamiento de banda es similar al modelo RITOLS ya
que la sintesis del ADN se da en ambas cadenas pero con la diferencia de que no se generan
fragmentos de Okazaki (Clayton |1991). Como en el RITOLS, para que la replicacién en ambas
cadenas ocurra de forma coordinada existen dos puntos de comienzo de la replicacion: Oy en
la cadena lider y el Oy, en la cadena retrasada (la cadena interior y exterior del esquema de la
ﬁgur, respectivamente). La replicacién se inicia en Oy donde la helicasa Twinkle (detallada
en la seccién abre la cadena doble de ADN en dos cadenas sencillas. En la cadena lider
la ARN polimerasa sintetizard un pequeno fragmendo de ARN (el primer de ARN, coloreado
en morado en la figura (Frick y Richardson 2001; kuchta y Stengel 2010); este fragmento
se utilizarda como cebador para la ADN polimerasa, que replicara el ADN desde la direccién
5" a la 3’ mientras utiliza la cadena lider como molde y sintetiza una cadena sencilla de ADN
complementaria generando como resultado una cadena doble de ADN copia del genoma original.
Mientras tanto la cadena retrasada es rapidamente recubierta por unas proteinas llamadas SSB
(de sus siglas en inglés Single Stranded Binding protein, seccién [1.2.3] coloreadas en verde
en la figura ; estas proteinas aseguran la coordinacion de la sintesis del ADN e impiden
la transcripcién del RNA por parte de la RNA polimerasa (Fusté y col. 2014)), inhibiendo el
comienzo de la replicacién de la cadena retrasada. De esta forma, cuando se han replicado
2/3 partes de la cadena lider y la poly ha sobrepasado el punto O, se genera un lazo de
replicacion en la cadena retrasada que serd reconocido y utilizado por la ARN polimerasa para
sintetizar un fragmento de ARN de unos 25 nt. Este fragmento marca el inicio de la replicacién
de la cadena retrasada (Fusté y col. 2014; Gustafsson, Falkenberg y Larsson 2016) donde la
polimerasa tendra que replicar un sustrato de ADN de cadena sencilla recubierto por SSB,
por lo que el sistema cambia significativamente con respecto a la replicacién de la cadena lider.
Este mecanismo implica que la replicacion de ambas cadenas estd interconectada al comenzar la
sintesis de la cadena retrasada cuando se han replicado 2/3 del total de la cadena lider. Después
de este paso la elongacién de ambas cadenas contintia hasta haber terminado el genoma por

completo, resultado en dos copias idénticas del ADN original.

Este modelo se basa en estudios como los de Korhonen y col. (2004)), donde consiguieron
reconstituir un replisoma capaz de lograr la elongacion de un ADN in wvitro con un sistema

simple de tres proteinas: la helicasa twinkle, la polimerasa v y la SSB. Ademas, también vieron
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que las interacciones entre las proteinas del sistema mitocondrial reconstituido parecen ser
especificas, ya que la Twinkle no estimula la replicacion de las polimerasas del bacteriéfago
T7 o T4, pese a compartir homologia y ser estructural y funcionalmente similares (Graziewicz
y col. 2004; Ye, Carrodeguas y Bogenhagen (1996; Spelbrink y col. 2001)).

Este fendmeno hace que el estudio de las interacciones entre las proteinas requeridas para
lograr la sintesis del ADN mitocondrial humano in vitro sea especialmente interesante, ya que

parece ser fundamental para lograr la replicacion del genoma mitocondrial.

O

Figura 1.4: Representacién gréafica del modelo de desplazamiento de banda. La replicacién empieza en el punto
Om, donde se produce la apertura de la cadena doble por la helicasa, la replicacién de la cadena sencilla por
la polimerasa tras la sintesis del primer (en morado) y la répida cobertura de la cadena sencilla generada por
la SSB. Cuando se ha alcanzado dos terceras partes del genoma, en la zona O, empieza la replicacion de la
cadena desplazada, donde la polimerasa se encarga de replicar la cadena sencilla recubierta por la SSB. (Imagen
modificada de la referencia de Gustafsson, Falkenberg y Larsson (2016)).

1.2.3. Estructura y funcionamiento de las proteinas implicadas

En las secciones anteriores se ha comentado que son necesarias un minimo de 3 proteinas

para llevar a cabo la sintesis del ADN mitocondrial humano in wvitro. Estas proteinas son:

Helicasa Twinkle

Entre sus funciones mas conocidas, las helicasas son enzimas cuya funcion es abrir la ca-
dena doble de ADN en dos cadenas sencillas. Son motores moleculares capaces de producir
movimiento a partir del consumo de energia, en el caso particular de la Twinkle, en forma
de ATP. Recorre el ADN desde la direccién 5 a la 3’(Korhonen, Gaspari y Falkenberg 2003}
Fernandez-Millan y col. 2015), y ademés de abrir la cadena doble de ADN; se ha reportado que
una de sus funciones podria ser ayudar en la unién de la cadena de ADN a su complementaria,
ya que es capaz de reclutar fragmentos de ADN de cadena sencilla acelerando el proceso (Sen
y col. 2012).

El mecanismo de apertura propuesto es similar al de otras helicasas del mismo tipo, que
consiste en abrazar una de las cadenas del ADN en el canal central de la enzima, dejando la otra

cadena libre por fuera del hexamero, de forma que la proteina se mueve trepando como un motor
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A.3)

B)

®)

Figura 1.5: Estructura cristalogréafica de las protefnas implicadas en la replicacién. A) Helicasa hexamérica
Twinkle, vista superior (A.1), lateral (A.2) e inferior (A.3). B) Poly, es una holoenzima formada por tres
subunidades en la que una es el nicleo catalitico (con la forma de mano caracteristica de estas enzimas) y dos
se unen entre si (formando una subunidad con forma de champifion), permaneciendo unidas a la subunidad
catalitica. C) estructura cristalogréfica de la SSB. C.1) tetrdmetro de la mtSSB formado por cuatro monémeros
(separados por la linea verde de simetria). C.2) SSB de E.Coli, sobre la que se ha modelizado la unién del
ADN en el modo 65. (Imégenes obtenidas de (Ferndndez-Millén y col. Yakubovskaya y col. Curth,

Urbanke y Kang Suksombat y col. )

molecular de manera que cada una de sus subunidades se mueve de forma secuencial uniéndose
al ssDNA una detras de otra (Ferndndez-Millan y col. 2015; Korhonen, Gaspari y Falkenberg

2003; Jeong, Levin y Patel 2004} Patel 2009; Jeong, Rajagopal y Patel 2013; Sun y col. 2011}
Itsathitphaisarn y col. |2012; Picha y Patel |1998; Egelman y col. [1995).

Polimerasa Poly

La enzima encargada de sintetizar la cadena doble de ADN es la ADN polimerasa. Utiliza
una hebra de cadena sencilla de ADN como molde, y va leyendo secuencialmente las posiciones
de la cadena molde mientras incorpora los nucleétidos correspondientes en el extremo 3’ del
ADN que se estd replicando (ver ﬁgura. A diferencia de otras polimerasas, poly agrupa las
funciones de replicacién y reparacién en la misma enzima (Kaguni ; Graziewicz, Longley
y Copeland . También es capaz de detectar los nucledtidos que la propia enzima ha
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incoporado de forma incorrecta (en un proceso llamado exonucledlisis, que se describird més
adelante), disminuyendo por lo tanto la probabilidad de generar una copia de ADN con una
o mas posiciones mutadas (Longley y col. [1998; Olson y Kaguni 1992)). Esta enzima tiene un
rango 6ptimo de pH (7.5-9.5), requiere un ién divalente para levar a cabo su funcién (Mg'?)
y tiene alta afinitidad por los dANTP. Estructuralmente estda formada por 3 subunidades que
cumplen distintas funciones (figura (Ye, Carrodeguas y Bogenhagen |1996; Kaguni 2004
Yakubovskaya y col. 2006; Yakubovskaya y col. 2007; Johnson y col. |2000):

» Subunidad catalitica (polyA): Utiliza la energia liberada en la hidrélisis del grupo fosfato
de los nucledtidos para llevar a cabo su incorporacion en el extremo 3’ del primer, produ-
ciendo asi la cadena doble de ADN a partir de la cadena molde. Su estructura se asemeja
a la forma de la mano derecha (ver ﬁgura, con subdominios conocidos como los dedos,
la palma y el pulgar. El centro activo de la polimerasa, que contiene aminoacidos esencia-
les para la catalisis, esta localizado en el subdominio de la palma, que forma la base del
valle formado por los dedos y el pulgar. El subdominio de los dedos es esencial para el
reconocimiento y unién de los nucledtidos, dejando el pulgar como encargado de la unién
al sustrato de ADN (Rothwell y Waksman [2005)). Situado a continuacién de la palma se
encuentra la regién encargada de llevar a cabo la actividad exonucleolitica, que elimina
los nucleétidos incorporados erréneamente. Ademas, el nicleo catalitico es homdlogo al
de la polimerasa del bacteriéfago T7 (Graziewicz y col. |[2004)). El proceso de incorporacién
del nucleétido implica una sucesion de cambios de conformacion y estados intermedios
en la subunidad catalitica, de forma que se produce un proceso ciclico cada vez que se
anade un nuevo nucleétido sobre el primer. Durante este proceso la subunidad cataliti-
ca puede estar en dos estados posibles: con los dedos cerrados o con los dedos abiertos.
Asi, el ciclo comienza con la unién de un nucleétido cualquiera (ANTP) a la polimerasa,
formando un complejo polimerasa-dNTP-ADN; si el nucleétido es el complementario a
la posicion correspondiente del molde de ADN, lo dedos se cierran a través de una serie
de estados intermedios formando una estructura estable. Después se forman una serie
de enlaces covalentes que preparan el nucleo activo para llevar a cabo la hidrdlisis del
nucleétido. Posteriormente se produce el enlace fosfodiéster entre carbonos y la liberacion
del pirofosfato (PPi), provocando al mismo tiempo el cambio de estado al estado abierto
de la estructura con forma de mano. Durante este paso la polimerasa translocara a la
siguiente posiciéon del ADN, y volvera al estado inicial dejando el extremo 3’ del primer
libre, susceptible de unir un nuevo nucleétido (Berman y col. 2007; Steitz [2006; Morin
y col. 2015)). Si el nucleétido incorporado es incorrecto se perturbara la estructura forma-
da por el nucleo catalitico y el duplex de ADN, provocando que el primer migre hacia
la regién exonucleolitica, donde se elimina el nucleétido erréneo (Vega, Blanco y Salas
1999; Donlin, Patel y Johnson [1991; Ibarra y col. [2009). Este proceso hace que poly se
caracterice por su alta fidelidad, ya que se ha estimado que comete un error cada medio

millén de nucleétidos introducidos (Lee y Johnson [2006; Johnson y Johnson 2001b)). Esta
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actividad exonucleasa funciona en la direccién 3’—5’, también requiere un ién divalen-
te para poder funcionar (Kaguni 2004) y tiene lugar de forma intramolecular (Johnson
y Johnson [2001a). Ademds se sabe que la actividad exonucleasa no altera la eficiencia del
proceso de polimerizacién del ADN, ya que se ha estimado que dicha actividad supone
un 0.14 % del total. No obstante no se trata de una actividad procesiva, lo que significa
no se eliminan varios nucleétidos cada vez que hay una incorporacién incorrecta, sino que
cada hidrdlisis llevada a cabo para eliminar un nucleétido requiere que el primer migre

hacia la regién exonucleasa de la subunidad catalitica.

» Subunidad accesoria: Esta formada por las otras dos subunidades restantes (polyB) (Ca-
rrodeguas y col. 2001), y se ha demostrado que su unién al nicleo catalitico aumenta
el nimero de nucledtidos que la enzima es capaz de replicar antes de soltarse del ADN
(procesividad), asi como mejora la capacidad de polimerizacién y correccién de errores de
la holoenzima (Lim, Longley y Copeland |1999; Johnson y col. 2000; Lee y col. 2010; Gra-
ziewicz, Longley y Copeland [2005). Por si sola, la subunidad polyA replica unos ~100nt,
pero se su unién con la polyB incrementa la afinidad de ambas proteinas al ADN, lo que
consigue aumentar la procesividad a longitudes mayores a ~1000 pares de bases, depen-
diendo de las condiciones experimentales (Lim, Longley y Copeland |1999). Ademas, una
vez la holoenzima se ha unido al ADN, los dos monémeros que forman polyB favorecen
la colocacién éptima del primer en el interior de la enzima, ya que sitia el extremo 3’
en el nucleo catalitico, lo que estimula la formacién del enlace fosfodiéster con el ANTP
entrante (Lee y col. 2010)).

La funcion que lleva a cabo la polimerasa hace que cualquier mutaciéon o variacién en su
estructura pueda resultar de vital importancia para la célula. El déficit del nimero de moléculas
de ADN necesarias para llevar a cabo una funcién mitocondrial determinada, o la introduccién
de mutaciones en el material genético ocasionadas por una polimerasa que no lleva a cabo su
funcién correctamente puede dar lugar al desarrollo de diversos tipos de enfermedades. En el
estudio de Luoma y col. (2004) relacionan mutaciones en poly con el Parkinson o con la apa-
ricion de la menopausia de forma prematura. También se ha encontrado que mutaciones en la
subunidad catalitica de esta enzima ocasionen Oftalmoplegia externa progresiva (PEO), una
enfermedad rara que se caracteriza por la debilidad muscular ocular y del parpado superior
(Graziewicz y col. 2004; hudson y Chinnery 2006). Por otra parte, mutaciones en el dominio
exonucleolitico pueden generar la aparicién de enfermedades como miopatia mitocondrial (enfe-
merdad caracterizada por la aparicién progresiva de debilidad en la musculatura esquelética) o
el sindrome de Alpers, una enfermedad multisintématica caracterizada por epilepsia intratable,
regresién psicomotora y fallo hepético, que aparece como consecuencia de la deplecion del ADN

mitocondrial (Euro y col. 2011} Szczepanowska y Foury [2010; Atanassova y col. |2011)).
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SSB

La SSB es una proteina que se une a la cadena sencilla de ADN, evitando su degradacion,
haciendo de diana para otras proteinas y generando el sustrato nucleo-proteico sobre el que
algunas enzimas deben actuar (Kornberg y Baker |1992; Wong y col. [2008; Roy y col. [2009;
Oliveira y Kaguni [2010; Farr, Wang y Kaguni [1999; Myers y Romano 1988]).

Algunos tipos de SSB estan compuestas por cuatro subunidades iguales dispuestas simétri-
camente formando un tetrdmero (comopor ejemplo la SSB de mitocondria humana (mtSSB) o
la SSB de Escherichia Coli (EcoSSB) (Curth, Urbanke y Kang 1997)), cuya estructura cristalina
se muestra en la figura C.1). Cada monomero presenta un dominio que une nucledtidos y
oligosacaridos (OB-fold), y son los encargados de estabilizar las interacciones proteina-ADN
(Flynn y Zou 2010; Murzin (1993); ademds, permiten a los tetrameros organizar un nimero
variable de nucleétidos (Shereda y col. 2008). En experimentos in vitro llevados a cabo con
EcoSSB, se ha encontrado organiza el ADN en dos modos principales de unién, 35 y 65 nu-
cledtidos (Lohman y Overman [1985)). La unién en uno u otro modo lo determinan el tipo y
concentracion iénica del entorno, asi como la densidad de proteina unida al ADN (Lohman
y Ferrari 1994; Ferrari, Bujalowski y Lohman [1994]).

La SSB de mitocondria humana (mtSSB) es fundamental en el proceso de replicacion del
ADN mitocondrial humano. Es una proteina esencial para mantener los niveles de ADN mito-
condrial, y tiene un rol vital en las fases de iniciacién y elongacién de la replicacién (Maier y col.
2001; Ruhanen y col. 2010). Cubre la cadena retrasada y mantiene interacciones funcionales
con el resto de proteinas implicadas en la horquilla de replicacién incluida la estimulacion de
la poly o la Twinkle (Kornberg y Baker 1992; Wong y col. 2008; McKinney y Oliveira 2013}
Farr, Wang y Kaguni [1999; Williams y Kaguni |1995). Ademés, ayuda en la organizacién del
ADN mitocondrial en los nucleoides (Bogenhagen y col. [2003)) y podria estar involucrada en el
proceso de reparacién del genoma mitocondrial (Wong y col. 2008). La mtSSB esta formada
por cuatro subunidades de 16kDa que contienen un dominio OB (Curth, Urbanke y Kang|1997)
formando una estructura similar a la SSB de E.Coli, con quien comparte una serie de residuos
en la regién del extremo amina (Raghunathan y col. [1997). Ambas SSB comparten propiedades
fisico-quimicas, demostrandose que la mtSSB también presenta un tamano variable de unién
de 50-70 nt por tetrdmero (Curth y col. 1994). Estas similitudes sugieren que la mtSSB podria
cambiar de modo en funcién del proceso fisidlogico o el contenido salino del medio, tal y como
se ha demostrado con la SSB de E.Coli (Lohman y Ferrari|[1994; Overman y Lohman [1994)).

Existen estudios donde utilizan espectroscopia de fuerzas para analizar el efecto que tienen
distintas tensiones aplicadas sobre complejos SSB-ADN (Suksombat y col. 2015; Maffeo y Ak-
simentiev [2017; Bell, Liu y Kowalczykowski 2015; Zhou y col. [2011)). Estos estudios analizan la
dindmica de unién de proteinas individuales sobre sustratos de ADN que se encuentran bajo
tension, por lo que permiten obtener informacién sobre las constantes de equilibrio y la inter-
accion ADN-SSB. De esta forma han obtenido que la SSB es capaz de difundir a través del
ADN reptando en pasos de unos pocos nucleétidos (1-4nt) (Zhou y col. 2011)), lo que convierte
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al polimero SSB-ADN en un sustrato dindmico en movimiento constante (Zhou y col. |2011; Ha,
Kozlov y Lohman 2012).

1.3. In singulo: sistemas bioldgicos desde el punto de

vista de las moléculas individuales

1.3.1. Técnicas de manipulacién de moléculas individuales

La célula es una entidad dinamica en la que tienen lugar multitud de procesos que involucran
movimientos y desplazamientos, desde transporte de la propia célula o proteinas hasta sintesis
del ADN. Todos ellos tienen lugar gracias a la apariciéon de fuerzas que los hacen posibles de
forma que la tension se convierte en una variable mas de las reacciones biolégicas. La fuerza
altera procesos tan fundamentales como plegamiento de proteinas (Rief y col. 1997; Carrion-
Vazquez y col. [1999), el comportamiento de motores moleculares (Keller y Bustamante [2000;
Morin y col. 2015; Goel, Astumian y Herschbach 2003; Wuite y col. [2000) o estiramiento de
moléculas de ADN (Smith, Cui y Bustamante |1996)).

La capacidad de estudiar estos procesos ha evolucionado enormemente en las tltimas déca-
das mediante el desarrollo de nuevas técnicas que permiten aislar moléculas individuales, ejercer
fuerzas sobre ellas y estudiar sus movimientos en tiempo real (Neuman y Nagy [2008; Busta-
mante, Bryant y Smith 2003). A diferencia de las técnicas tradicionales donde los resultados
provienen del promediado de todas las interacciones y mediciones de miles o millones de molécu-
las, estas técnicas permiten acceder a las fluctuaciones y dinamica del movimiento de moléculas
individuales, asi como estudiar el efecto de tensiones aplicadas en el sistema. Sus aplicaciones
varfan desde la manipulacién de células individuales de unos ~100um (Hormetno y Gonza-
lez 2006)) al estudio de polimerasas mientras replican un ADN en tiempo real (Moffitt y col.
2008; Bustamante, Bryant y Smith 2003} Wuite y col. 2000)). Las técnicas mds utilizadas en
experimentos de moléculas individuales son las pinzas épticas (OT), el microscopio de fuerza
atémica (AFM) y las pinzas magnéticas (MT). En la tabla [1.1| se muestra una comparativa de
los instrumentos existentes (Neuman y Nagy [2008]).

El instrumento de las pinzas 6pticas se consolida como un sistema idoneo para los estudios
de moléculas individuales, ya que permite atrapar particulas de pequenio tamano (de ~20nm a
pm) y ejercer fuerzas de més de 100pN. Al mismo tiempo es capaz de detectar el movimiento
tridimensional que lleva a cabo la particula atrapada, con precision nanométrica y del orden
del milisegundo, lo que permite analizar la dindmica de dicha particula (Hormeno y Gonzalez
2006; Williams 2002; Gonzalez 2013; Moffitt y col. 2008])

Aunque se explicara en detalle en la seccion en términos generales las pinzas dpticas
consisten en un laser focalizado en un punto, de forma que todas las particulas dieléctricas
que se situan alrededor de dicho punto experimentan una fuerza que las empuja hacia el punto

focal. Esto hace que el sistema se comporte como una trampa Optica en la que una particula

13



CAPITULO 1. INTRODUCCION

Pinzas opticas

Pinzas magnéticas

Microscopia de fuerza

atémica
Rango de 5
fuerzas (pN) 0.1-100 0.01-10 10-10
Desplazamient 5 4 4
o (nm) 0.1-10 5-10 0.5-10
Resolucioén
: 0.1-2 5-10 0.5-1
espacial (nm)
Resolucion " A 4n2 -3
temporal (s) 10 107-10 10
Manipulacion especifica de
. moléculas individuales. Puede introducir torsiones .. .
Propiedades . L . Resolucién espacial alta
Tiene la mayor resolucion en el sistema
en fuerzas (1pN)

Tabla 1.1: Tabla comparativa con los distintos intrumentos: pinzas dpticas, pinzas magnéticas y microscopio de
fuerza atémica.

dieléctrica quedara atrapada en el punto punto focal, de forma que se asimila a una particula

unida por un muelle eldstico a dicho punto.

Este comportamiento hace que las pinzas épticas permitan medir las fuerzas que generan
los movimientos de la particula atrapada, por lo que es un instrumento de gran utilidad para
estudiar determinados sistemas biolégicos como por ejemplo experimentos donde particulas
dieléctricas cubiertas por kinesinas son transportadas a través de microtibulos, donde se pueden
medir las fuerzas que son capaces de ejercer dichas kinesinas (en torno a ~5-6pN) u obtener
propiedades sobre la cinética de su movimiento (Block, Goldstein y Schnapp [1990; Svoboda
y Block [1994). Las pinzas épticas también han servido para obtener las fuerzas de enlace
que existen entre los enlaces de puente de hidrégeno en determinadas condiciones fisiolégicas
(Naranjo y col. 2017), informacién de gran utilidad para estudiar la estabilidad de los enlaces
bioldgicos. Otros experimentos de gran relevancia han sido experimentos donde moléculas de
ADN de cadena doble y cadena sencilla son estirados, obteniendo sus propiedades elasticas
y su comportamiento en distintas condiciones experimentales, donde se ha demostrado que
los enlaces entre nucledtidos se rompen en torno a ~12-15pN dependiendo de las condiciones
experimentales, asi como a fuerzas altas (~80pN) se logra desestructurar la estructura de cadena
doble de ADN a la vez que se rompen los enlaces de apilamiento de uniéon entre nucleétidos
(Smith, Cui y Bustamante [1996; Bosco, Camunas-Soler y Ritort [2014]).

Precisamente son estos estudios de estiramiento de ADN los que han servido de base para
los experimentos llevados a cabo en esta tesis. Se han utilizado moléculas de ADN sometidas
a tension para estudiar el efecto que producen las fuerzas sobre la replicacién, obteniendo
informacion sobre las energias implicadas en el proceso de incorporacién del nucleétido y la
mecanica de la replicaciéon de polimerasa, analizando una sola enzima en cada experimento.
También hemos podido estudiar la uniéon de la SSB al ADN y la interacciéon de un sistema

polimerasa-SSB, reduciendo los experimentos a una sola polimerasa replicando un solo ADN.
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1.3.2. La fuerza como coordenada termodinamica

Muchos procesos moleculares implican cambios conformacionales grandes que acontecen
dentro de las propias moléculas o afectan a la interaccién entre ellas. Estos cambios confor-
macionales pueden implicar cambios en la extensién entre moléculas, ser parte del movimiento
de un motor molecular a lo largo de una estructura, o producir la deformacién de una enzima
cuando se une a un sustrato. Dichos cambios pueden verse modificados por efecto de fuerzas
externas aplicadas sobre el sistema, ya que la fuerza mecédnica puede afectar a la cinética de
la reaccién, desplazar su equilibrio, modificar el ratio de la reaccién o cambiar el perfil de la

energfa libre del sistema (Bustamante y col. [2004; Tinoco y Bustamante 2002).

La figura representa un diagrama
esquematico del efecto de una fuerza so-
bre una reaccién en la que un estado A es
convertido a un estado B, correspondien-
tes a estados observables del sistema (ej:
posiciones de una enzima a lo largo del
ADN) (Bustamante y col. 2004; Tinoco
y Bustamante 2002). Cada estado ocupa

AXas B una posicion en la coordenada z, siendo

Xa Xs za v o los puntos locales de energia libre

Figura 1.6: Representacién esquemética del efecto de la fuer- ocupados por A y B, respectivamente. En
za sobre la energia libre. El eje horizontal representa la coor-
denada mecdnica (ej: cambio conformacional en un motor
molecular) y el eje vertical la energfa libre. La linea azul entre A y B es:
(Go) representa la curva de transicién entre los dos estados
A y B cuando no hay fuerza aplicada. La linea roja disconti-
nua representa la misma curva bajo el efecto de una fuerza.
La cruz representa el estado de transicion.

ausencia de fuerza la diferencia de energia

A
AG(F =0) = AG® + kgT ln% (1.1)
AGY es la energfa libre de reaccion a 0 fuerza, [A] y [B] representan las probabilidades de
poblar el estado A o B respectivamente, kg es la constante de Boltzmann y T es la temperatura

absoluta. La aplicacién de una fuerza cambia el perfil energético de la transicién (figura :

AG(F) = AG® — F(x4 — xp) + kT ln@ (1.2)
Bl

Donde zp — x4 = Axsp (figura|[1.6) es el cambio conformacional asociado a la transicion

entre los estados A y B. En equilibrio AG = 0, luego:

AG® — F - Avyp = —kgT lnM = —kpT In K. (F) (1.3)
[Bleg(F) "

Finalmente se obtiene que la fuerza modifica la constante de equilibrio de la reaccién de la
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siguiente forma:

F- AZL’AB
Ke(F)=K(@©0)-e kT (1.4)

Se puede seguir un razonamiento analogo (Tinoco y Bustamante 2002) para explicar el
efecto de la fuerza sobre la tasa de transiciéon del estado A al B, llegandose a una expresion del

mismo tipo:

F- A‘/L‘—i-A
kasg(F)=k(0)asp-e kT (1.5)

Donde Ax, 4 = x, —x 4 representa el cambio en distancia al estado de transicién. Por lo tanto
la fuerza puede utilizarse para modificar tanto la tasa de una reaccion entre dos estados como
para incrementar la probabilidad de encontrar el sistema en uno u otro estado, lo que convierte
a la fuerza aplicada sobre un sistema en una variable de gran interés a estudiar, en particular en
sistemas bioldgicos en los que tensiones mecanicas pueden tener un papel fundamental (cambios
de estado de plegamiento a desplegamiento de proteinas, inhibir o estimular el movimiento de

un motor molecular a lo largo del ADN; etc).

1.3.3. Teoria del atrapamiento optico

Se ha comentado anteriormente que las pinzas 6pticas permiten atrapar particulas de pe-
queno tamano. Para ello utilizan la propiedad de la luz de transportar momento angular y
linear para interaccionar con la materia en funcién de su indice de refraccién, asi como la pro-
piedad de los fotones de ejercer presién sobre la materia (Hormeno y Gonzalez [2006; Smith,
Cui y Bustamante 2003} Ashkin |1970; Ashkin y col. [1986)).

Si entendemos la luz como un conjunto de fotones que viajan con un determinado momento,
una particula dieléctrica sentira dos tipos de interacciones cuando se encuentra iluminada por
un haz de luz, la fuerza de scattering, producida por los fotones que impactan sobre la particula
y que la impulsan en la direccién de propagacion del haz, y la fuerza de gradiente, debida al
efecto del gradiente de campo eléctrico que produce la luz y que la moveran hacia la zona de
mayor intensidad de campo eléctrico del haz (Smith, Cui y Bustamante 2003; Ashkin [1970;
Ashkin y col. |1986). En el esquema de la figura se ilustra el efecto que ejerce la luz sobre
una esfera que es iluminada por un haz laser con perfil de intensidad gaussiano. En el diagrama
de la izquierda, una particula dieléctrica de indice de refraccion alto se encuentra sumergida
en un haz laser sin focalizar. Sean a y b las trayectorias trazadas por dos fotones distintos que
al atravesar la esfera se difractan, y como consecuencia, cambian su momento. El cambio de
momento se transfiere a la esfera, generando las fuerzas Iy, y F,. Dado que un mayor ntimero
de fotones siguen la trayectoria b por estar mas cercana al maximo de intensidad, F,>F,, luego

la esfera tenderd a permanecer en el centro del haz, cerca de la zona del méximo de intensidad.
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Sin embargo, para lograr el atrapamien-
to éptico tridimensional, hay que corregir la
fuerza de scattering, y para ello hay que foca-
lizar el haz de luz laser en un punto concreto
(imégen [L.7, B)); lo que se consigue usando
un objetivo de microscopioﬂ En el punto fo-
cal el gradiente de campo eléctrico sera maxi-
mo, luego se generara una fuerza de gradien-
te que apuntara siempre en la direccion de
méxima intensidad (también conocido como
punto focal), manteniendo la esfera en dicha
region y logrando el atrapamiento tridimien-
sional (Ashkin [1970; Ashkin y col. [1986)).

Esto implica que en la cercania de la
trampa Optica, la fuerza que experimenta la
esfera es proporcional a su separacién del
punto focal, por lo que la trampa o6ptica se
comporta como un muelle eldstico que sigue
la ley de Hooke:

F =

A) B)
b
Fa

Figura 1.7: Fuerzas actuando en una esfera dieléctrica que
se encuentra en un haz laser con un perfil de intensidad
gaussiano. A) El ldser no estd focalizado. Los rayos a y
b atraviesan la esfera generando las fuerzas de scattering
y gradiente, estando esta ultima dirigida hacia el centro
del haz ya que F,>F,. B) El ldser estd focalizado en un
punto. Si la esfera se encuentra entre la lente y el punto
focal, las dos fuerzas resultantes, scattering y de gradiente
tenderan a ir hacia el punto focal; si se encuentra mas
alejada del punto focal, la fuerza de gradiente superara a
la de scattering y la esfera tenderd a situarse en el punto
focal.

La constante k es la constante elastica, que dependera de las caracteristicas del instrumento,

de la potencia de los laseres, el tamano de las particulas atrapadas y su indice de refraccié.

Mientras que zr es la separacion de la particula desde la posicion de equilibrio dentro de la

trampa.

1En la secci(’)nse detallan los materiales y el instrumental empleado en la fabricacién de las pinzas 6pticas.
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CAPITULO 2. OBJETIVOS

En el presente trabajo de tesis se han abordado los siguientes objetivos:

» 1) Caracterizar el efecto del proceso de replicacién del ADN sobre el modo de
unién de mtSSB al ADN de cadena sencilla: Se ha demostrado que la mtSSB se une
al ADN en varios modos de unién que podrian depender del proceso fisiolégico, pero sin
embargo se desconoce si en la replicacion predomina uno u otro. Para comprender mejor
el funcionamiento de mecanismo de replicacién del ADN mitocondrial humano, en esta
tesis pretendemos determinar si existe un modo de unién predominante, lo que ayudara

a comprender en funcionamiento de este sistema. Para ello:

e Analizaremos la unién de la mtSSB al ADN en distintas condiciones experimentales
de concentracion de sal y proteina. Recurriremos a las pinzas Opticas para ejercer
fuerzas sobre un sistema de cadena sencilla de ADN, y veremos como las tensiones
aplicadas en sustratos ssDNA-mtSSB afectan a la estabilidad del polimero y de las
uniones mtSSB-ssDNA.

e Utilizaremos el modelo fisico-mateméatico del Freely Jointed Chain para estudiar el
complejo mtSSB-ssDNA como un polimero, lo que nos permitird obtener el nimero
de nucledtidos que une cada mtSSB en cada condicion experimental, asi como qué

porcentaje de ssDNA se cubre por completo con mtSSB.

e Pretendemos disenar un sistema experimental que simule in vitro la replicacién de
la cadena lider, lo que nos ayudarda a determinar si existe algiin modo de unién
predominante en dicho proceso. Para ello nos valdremos de las pinzas opticas para
ejercer tensiones sobre una horquilla de replicacion mientras la polimerasa de ¢29

abre dicha horquilla y se produce la unién de la mtSSB al mismo tiempo.

e Aplicaremos el mismo modelo fisico-matemético para obtener los nucledtidos orga-
nizados por las mtSSB en las condiciones de replicacién de la cadena lider. Esto nos

permitira obtener el modo de unién relevante en la replicacion.

» 2) Determinar la accién coordinada de la polimerasa y las SSB mitocondriales
durante la replicacién de la cadena retrasada del ADN: En la replicacion de la
cadena retrasada la polimerasay debe replicar un ADN cubierto por mtSSB, la cual se
une al ADN con alta afinidad. Sin embargo, estudios anteriores han demostrado que la
mtSSB es beneficiosa para la replicacion de la cadena retrasada, lo que implica que debe
existir algiin mecanismo que facilite la liberaciéon de la mtSSB una vez unida. Por ello
pretendemos recrear la replicacion de la cadena retrasada in vitro con el sistema de pinzas

Opticas y estudiar como afectan las tensiones a la estabilidad del sistema.

e Primero analizaremos el mecanismo de replicacion de la polimerasay. Para ello uti-
lizaremos un ADN mixto de cadena sencilla y cadena doble replicable por la polime-
rasa sobre el que aplicaremos fuerzas para comprobar como afectan a su dindamica y

velocidad de replicacién.
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Modificaremos un modelo ya existente que predice la curva de fuerza-velocidad de la
polimerasa para introducir el efecto de la estructura secundaria en el ADN. Ademas,
comprobaremos si dicho modelo es extensible a otras polimerasas similares como es
la del bacteriéfago T7.

Analizaremos el efecto que tiene introducir la mtSSB en la replicacién cuando el
sustrato estd sujeto a fuerzas mecédnicas y aplicaremos el mismo modelo que en los
casos anteriores. Analizaremos variantes de la mtSSB conocidas por tener un efecto
inhibitorio sobre la capacidad de replicacién de la polimerasay. Estos experimen-
tos nos daran informacion sobre qué elementos de la estructura de la mtSSB son

susceptibles de interaccionar con la polimerasay.

Estudiaremos las consecuencias que tiene introducir en el sistema una SSB heterdloga
de la mtSSB como es la SSB de E.Coli, también un tetrdamero, lo que nos dara

informacion sobre mecanismos especificos de interaccién polimerasa-SSB.

Modificaremos los modelos fisico-matematicos existentes para explicar la replicacion
de un ADN en presencia de distintos tipos de SSB, asi como el efecto de fuerzas

mecanicas aplicadas sobre el sistema.

Analizaremos el efecto que tiene sobre la replicacion la presencia de una SSB com-
pletamente distinta a la del propio sistema. Para ello llevaremos a cabo experimentos
de replicacién con la polimerasa del bacteriéfago T7 en presencia de su propia SSB
(un dimero), la SSB de la mitocondria humana y la SSB de E.Coli.
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CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Las pinzas 6pticas

3.1.1. Montaje experimental de las pinzas 6pticas

Laser A Laser B
Wiggler A Wiggler B
PSD
posicion PSD
A posicion
B

Camara LED
CCD azul

fluidica

PSD PSD
fuerza B fuerza A

Figura 3.1: Dibujo esquemaético del recorrido de los laser, senalizados con distintos colores. El haz se divide en
dos mediante un divisor de haz. Uno se concentra en un detector de posicién (PSD). El otro se focaliza sobre
la camara fluidica mediante uno de los objetivos, donde se produce el atrapamiento éptico y la deflexion de
la luz, que es recogida de nuevo por el otro objetivo e ilumina el PSD asociado a la fuerza. Al ser un sistema
contrapropagante, el otro laser sigue un recorrido anélogo focalizado en sus propios PSD. La figura ha sido
modificada de la referencia Lorenzo

El montaje de las mT que se ha empleado en esta tesis se muestra en la figura [3.1] cuyo
diseno esta registrado en la patente de Bustamante y Smith . Este equipo consta de
dos laseres de diodo de la marca Lumics (LU08OS M250-FBG) que emiten en una longitud
de onda de 808nm a una potencia méaxima de 250mW. Se utiliza el infrarrojo porque a esa
longitud de onda la luz no tiene ningin efecto en las muestras biolégicas (Neuman y col.
; Ashkin, Dziedzic y Yamane Ashkin y Dziedzic . Como se puede ver en la
figura los léser se disponen de forma contra propagante, y son focalizados a través de
sendos objetivos de inmersién en agua (60 aumentos, marca Olympus, modelo UPLASAPO
60 XW). Esta disposicién se utiliza para lograr tener una mayor apertura numérica (1.2),
es decir, garantiza mayor entrada de luz (Neuman, Abbondanzieri y Block . El diseno
contrapopagante garantiza una mayor robustez y estabilidad a la trampa éptica ya que permite
caracterizar la trampa Optica como un muelle elastico de constante elastica, k, independiente
de factores externos tales como la temperatura (Smith, Cui y Bustamante ; Bustamante

y Smith [2005; Lorenzo 2015)).

Las mT funcionan de la siguiente forma: la luz que sale de uno de los diodos laser es dividida
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con un divisor de haz en dos. Uno de estos haces se utiliza para medir distancia (de donde se
extrae el valor de la extensién molecular) y el otro para medir fuerzas. El primero se utiliza
para detectar los cambios en la posicién de la trampa Optica y se focaliza sobre un fotodetector
(PSD (posicién), figura B.1)). El otro haz se focaliza sobre la cdmara de fluidos a través de uno
de los objetivos, siendo recolectado a la salida de la camara por el otro objetivo. Después el
haz se dirige hacia el otro PSD para detectar la fuerza (PSD fuerza en la figura [3.1)) que sirve
para medir la deflexién de la luz por la esfera atrapada en la trampa 6ptica. Al ser laser contra
propagantes, la luz que sale del laser gemelo sigue un camino éptico andlogo pero en direccién
contra popagante. Para diferenciarlos entre si se utilizan unos polarizadores que los polarizan

linealmente en direcciones opuestas.

A) 2 B)
S
N
<
@’\CI
Trampa
Optica
PSD Axf
Molécula ‘ posicién
de ADN
F=0 F>0
| Superficie
fija
‘ PSD
fuerza +Deﬂexic’>n
F=0 F>0

Figura 3.2: Esquema explicativo del sistema de medicién de las pinzas dpticas. A) Diagrama que muestra una
molécula de ADN unida a una superficie fija por un extremo, y por el otro unida a una esfera micrométrica que
se encuentra atrapada en la trampa 6ptica. B) Deteccién de la fuerza ejercida sobre una molécula de ADN de
extension inicial xg. A la izquierda se muestran los PSD de posicién (superior) y fuerza (inferior) en ausencia de
fuerza. Para ejercer fuerza se mueve la trampa Gptica una distancia Az (esquema de la derecha), lo que produce
la deflexién de la luz, y dicha deflexiéon es detectada en los PSD de fuerza.

El sistema es capaz de atrapar particulas de pequenio tamano, y la forma en la que se
miden las fuerzas y los desplazamientos o cambios en distancia es la siguiente: supongamos
que tenemos una molécula de ADN de tamano z, que se encuentra unida en un extremo a una
superficie fija y por el otro a una esfera micrométrica de un material dieléctrico. La esfera se
encuentra atrapada por la trampa Gptica, tal y como se muestra en la figura [3.2A. Cuando la
esfera se encuentra en equilibrio (se considera en equilibrio cuando no hay fuerza aplicada en

el sistema, por lo que la esfera esté centrada en la trampa éptica) no se registra ningin cambio
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en los PSD tanto de fuerza como de posicién (ver figura [3.2B, esquema izquierdo). Entonces,

la distancia medida entre las esferas sera la siguiente:

TTo = 2- Ty + Zo (31)

Donde zy es el radio de las esferas, y zy es el tamano inicial de la molécula. Si ahora se
mueve la trampa Optica a una nueva posicién, zr ;, tal y como como se puede ver en la figura

3.2 esta nueva distancia vendra dada por:

ZIZT71:JIF+2'ZEU+J?M (32)

Donde zr es la distancia que se ha desplazado la esfera con respecto al centro de la trampa
Optica, y z) es la nueva extensién que tiene la molécula una vez estirada. Ademas, debido a
que la esfera ha salido de la posicién de equilibrio (esto es, la posicién central de la trampa
dptica), se producird la deflexién de la luz, por lo que la posicién del haz registrado en los PSD

de fuerza cambiard con respecto a la posicion inicial. Finalmente, si juntamos las ecuaciones

B-1] y -2] tenemos:

Ax =xp1 —Trg = Tp + Ty — To (3.3)

La configuracién de nuestro instrumento nos permite medir la fuerza que ejercemos en el
sistema aprovechando la conservacion del momento lineal, por lo que siguiendo el procedimiento
descrito en la referencia de Lorenzo (2015)), podemos asociar un desplazamiento del haz de luz
en los PSD de fuerza, con la tensién aplicada en el sistema. Por otra parte, al poder caracterizar

la constante eldstica de la trampa 6ptica, &, y teniendo en cuenta la ley de Hooke (ecuacién
1.6)) se puede reconvertir la ecuacién [3.3| en:

F
Ar = Tr1 — TT0 = TM — E—i— o (34)
Finalmente, suponiendo que la posicién inicial de la molécula no tiene extensién al encon-
trarse completamente plegada, la extensién molecular del ADN sujeto entre las esferas vendra

dada por:

F
Ty = Ax + - (3.5)

Siendo todas estas variables accesibles en el sistema de pinzas épticas empleado en la tesis.

3.1.2. Sistema fluidico (Camara fluidica)

Las condiciones en las que se lleva a cabo todo experimento bioldégico deben estar con-
troladas y al mismo tiempo ser muy especificas. Para llevar a cabo los experimentos en unas

condiciones controladas, hemos utilizado camaras de microfluidica hechas de vidrio donde se
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Vidrio
> S Canal
P 7:’ —>

superior

A)

/ Parafilm
Parafilm 9 PR
Tubos *1?1 ® - Canal
vidrio comunicantes <@ 7 ‘ . - central
S M
portamuestras [ X
(agujereado) \ ‘ \ ‘ Parafilm
<
| Ing Canal
Soporte o inferior
de metal

o Y
Dispensadores
Micropipeta €xternos

Figura 3.3: Sistema fluidico empleado en nuestros experimentos. A) Montaje de la cdmara de fluidos donde
se llevaran a cabo los experimentos. La camara dispone de varias capas: vidrio portamuestras, dos capas de
parafilm con tubos de vidrio entre ellas (su funcién viene descrita en el texto principal), un vidrio portamuestras
agujereado y un soporte de metal. El proceso de montaje se describe en el texto principal. B) Detalle de la parte
central de la camara de fluidos. Los dos tubos comunicantes comunican los canales superior e inferior con el
canal central. En los canales superior e inferior se fluyen las esferas biofuncionalizadas. El punto rojo representa
el laser focalizado de forma transversal a la cAmara. Junto a la pipeta se situan los dispensadores externos por
el que fluyen las disoluciones iénicas con el material biolégico que se quiere estudiar.

pueden desarrollar los experimentos utilizando unas disoluciones tampén determinadas. Dichas

camaras se colocan entre los dos objetivos segiin se muestra en el diagrama |3.1

Las camaras se construyen con un sandwich de varias capas. La primera es un vidrio porta-
muestras de 24X60mm (Menzel Gliser) agujereado con una impresora laser (C-200, Universal
Laser Systems) sobre el que se deposita una lamina de Parafilm en la que previamente se han
grabado tres canales paralelos entre si con la misma impresora (figura . Estos canales son
los que se utilizaran en los experimentos para fluir el material biolégico. Después se depositan
varios tubos de vidrio, de los cuales dos, los tubos comunicantes, que tienen un didmetro interior
de 25pum y exterior de 100pum. Su funcién es permitir la comunicacion entre los canales superior
(por donde se fluirdn las microesferas recubiertas de ADN, ver figura , y el central; y entre
el canal inferior (por donde irdn las esferas recubiertas de estreptavidina). Los otros tubos que
también se han colocado (los dispensadores externos y la micropipeta, ver figura [3.3)) tienen
un diametro interior de 40u y exterior de 80u, comunican el canal central con el exterior de la
camara: dos de ellos, conectados con tubos de plastico a una jeringuilla externa (dispensadores
externos), se utilizardn para fluir las disoluciones iénicas y/o proteinas de forma controlada
sobre el sistema; el otro tubo, una micropipeta, se utilizara para atrapar esferas de plastico
biofuncionalizadas mediante succién de aire (el procedimiento de atrapamiento por succién de

aire viene descrito graficamente en la figura |3.4)).

Finalmente se coloca otra lamina de Parafilm con el mismo disenio que la primera, sellando
la cdmara con un vidrio portamuestras sin agujerear. Este montaje se coloca a 100°C con una

leve presion, lo que funde las distintas capas de Parafilm entre si aislando los tres canales
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individualmente, de forma que sélo conectan con el resto de canales mediante los tubos de
vidrio. Asfi se crea una camara de microfluidica de unos 200 pym de anchura, que se coloca sobre
un soporte metélico al que van unidos los tubos de plastico (ver esquema de la figura .
Estos tubos permiten fluir las disoluciones tampédn y las esferas biofuncionalizadas en los tres

canales.

En el diagrama B) de la figura se muestra una ampliacion de la zona de trabajo de las
camaras. El laser se focaliza de forma transversal (punto rojo), los canales superior e inferior
estan conectados con el central a través de los tubos comunicantes. Por el canal superior se fluyen
esferas funcionalizadas con ADN y por el inferior esferas funcionalizadas con estreptavidina. Los
flujos de los canales superior e inferior van en contra de la direccién del flujo del canal central
y asi evitar atrapamientos no deseados de esferas durante la realizacion del experimento. La
micropipeta tiene un estrechamiento al final de su recorrido para permitir atrapar esferas por
succion de unos 0.5-1 um de didmetro. Los dispensadores a la derecha de la pipeta sirven para

fluir las disoluciones idénicas o tampon con el material bioldgico a favor del flujo.

3.1.3. Manipulacion de moléculas individuales

Para la manipulacion y aislamiento de las moléculas de ADN, se utilizaron esferas de plasti-
co de tamano micrométrico funcionalizadas con distintos anticuerpos: unas funcionalizadas
con estreptavidina (marca Spherotech, p=2.1+£0.2um) y las otras, funcionalizadas con proteina
G (Kisker Biotech, ¢p=340.5um). Estas ultimas son funcionalizadas con el anticuerpo anti-
digoxigenina (ver seccién [3.2.3)).

Por otra parte, las moléculas de ADN son modificadas en el laboratorio para poder ser
atrapadas y medidas por las pinzas 6pticas. Cada molécula de ADN tiene un extremo funciona-
lizado con biotina (creard un enlace de alta afinidad con la esfera recubierta de estreptavidina
mediante la unién antigeno-anticuerpo), mientras que el otro extremo libre es modificado con
el anticuerpo digoxigenina, el cual se une a la esfera funcionalizada con anti-digoxigenina (o

anti-dig). La forma de preparacién se puede consultar en la seccién

Para aislar una molécula de ADN se sigue el procedimiento ilustrado en la figura[3.4] Primero
se fluyen esferas recubiertas de estreptavidina por uno de los canales, que pasa al central a
través de un tubo comunicante, ahi se atrapa con las pinzas opticas, y se fija en la micropipeta
por succién de aire (diagramas 1 y 2). Luego se atrapan las esferas recubiertas de ADN que
circulan a través del canal inferior y se acercan a la esfera fija en la micropipeta con ayuda de
los laser focalizados, mediante la frotacion de una de las esferas contra la otra se logra la unién

estreptavidina-biotina y se consigue aislar una sola molécula de ADN (figuras 3, 4 y 5 de la

figura .
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Figura 3.4: Procedimiento estandar para manipulacién y aislamiento de moléculas individuales. 1: Atrapamien-
to de una esfera de estreptoavidina con la trampa Optica (el ldser se representa como un punto rojo difuso,
focalizado transversalmente al plano de la figura). 2: Fijacién de la esfera en la micropipeta por succién de aire.
3: Atrapamiento 6ptico con el haz ldser de una esfera recubierta por ADN. 4: Acercamiento a la esfera fija en
la micropipeta. 5: Aislamiento de una tnica molécula de ADN.

3.2. Sintesis de las moléculas

En los experimentos llevados a cabo en el transcurso de esta tesis las moléculas de ADN
fueron sintetizadas en nuestro laboratorio siguiendo unos protocolos previamente establecidos.
Se necesitaron un total de cuatro moléculas distintas para cuatro tipos distintos de experimento:
tres se emplearon para para obtener las propiedades de unién de la SSB al ADN de cadena
sencilla y las curvas de fuerza extension del ADN recubierto por SSB, y la cuarta para los
experimentos que simulan la replicacién de la cadena retrasada.

De las dos primeras una se empled para obtener los modos de unién de la SSB en distintas
condiciones de concentracién y sal, y la otra en los experimentos en los que la unién de la SSB
se produce mientras se replica una horquilla (recreando la unién de la SSB en la replicacién de

la cadena lider).
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La tercera se utilizé para obtener las curvas de fuerza-extension en presencia y ausencia
de SSB en las condiciones experimentales de los experimentos que recrean la replicacién de la
cadena retrasada, ya que son curvas necesarias para obtener el niimero de nucleétidos replicados
por unidad de tiempo (ver seccién .

La cuarta molécula utilizada es un fragmento hibrido de un ADN de cadena sencilla y cadena
doble que se emple6 en los experimentos de replicacion sobre cadena sencilla (descrito en la
figura .

Como se vera a continuacién las tres primeras se sintetizan de una forma muy similar,
sintetizando por separado diversos fragmentos de ADN y uniéndolos posteriormente en una

reaccion de ligacion en la que se ligan todos los ADN.

3.2.1. Obtencion de curvas de fuerza-extension de ADN de cadena
sencilla en ausencia y presencia de SSB
Se trata de una horquilla de replicacion

sintética formada por varios fragmentos que

se representan esquemadaticamente en la figu-
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ra [3.5] En esta figura se indican por colores

los fragmentos que componen dicha molécu-
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lla (en rojo). Este ultimo varia en funcién

Figura 3.5: Diagrama esquematico de la molecula de ADN del tipo de experimento. En los experimen-

utilizada en los fz)fperlmentos de obtencion de las curvas ¢ disefiados para obtener las caracterfsticas
de fuerza-extension. Los fragmentos que la forman son:

el fragmento marcado con digoxigenina (en amarillo, las de unién de la SSB a un ADN de cadena sen-

esferas naranjas representan la digoxigenina), el espacia- ¢i]la, desnudo, asi como en los experimentos
dor (en negro), el conector (en azul, marcado con una

biotina (circulo amarillo)), el fragmento principal de la
horquilla (en rojo) y el lazo final (en verde). Junto a las la replicacién de la horquilla, se utilizé un
uniones entre fragmentos se indican las enzimas de res-
triccion utilizadas en su preparacion. En el texto principal
se detallan las distintas partes. bacteriéfago$29. Sin embargo, en los experi-

donde la unién se llevd a cabo a la vez que
fragmento obtenido por PCR del genoma del

mentos donde se estudia la replicacién de un

sistema que recrea la cadena retrasada se utiliz6 un ADN como el descrito en la figura [3.6]
Para sintetizar la molécula se sintetizan todos los ADN por separado en preparaciones
distintas, y luego se ligan los entre si con una incubacién. Para asegurar que cada ADN se une
donde debe (por ejemplo, el fragmento azul, el conector, al espaciador (en negro) y fragmento

principal de la horquilla (en rojo)) se compran con una secuencia determinada o se digieren con
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enzimas de restriccién determinadas (ver figura [3.5). Esto asegura que durante la incubacién

de ligacién cada fragmento sélo pueda unirse inequivocamente donde le corresponde.

» Espaciador (en negro): Se trata de un fragmento de 2686 pares de bases (cadena doble).
Su origen es el vector comercial pUC19, que se ha cortado con las enzimas de restriccion
BamHI (New England Biolabs (NEB)) y Pstl(New England Biolabs). Su principal funcién
es hacer que una vez unido el ADN entre las esferas, exista un espacio minimo entre ambas
(~1pm) evitando interacciones inespecificas. Para los experimentos de obtencién de modo
de union de la SSB al ADN en distintas condiciones experimentales se prescindié de este

ADN para evitar posibles efectos de la cadena secundaria en la unién de la SSB.

» Conector (en azul): Es un fragmento corto de dsDNA (~20nt) cuya funcién es hacer
que el montaje experimental de ADN pueda unirse a las microesferas funcionalizadas con
streptavidina. En la imagen se muestra un dibujo esquematico del montaje final. Dos
oligonucledtidos de cadena sencilla se unen entre si mediante un proceso que se llama
anillado que consiste en lo siguiente: se mezclan en disoluciéon dos oligonucledtidos en la
proporcién 1:1 en una disolucién tampoén especifica para el proceso (10mM Tris pH 7.5-8,
50mM NaCl y 1mM EDTA). Se calienta la mezcla a 95°C durante 10 minutos utilizando
un termobloque (marca VIVR). Una vez ha pasado ese tiempo, se deja enfriar lentamente
(minimo 45 minutos) hasta temperatura ambiente. El producto final de la reaccién es
un ADN de cadena doble (~20 pb) acabado en tres extremos distintos (ver figura [3.5):
en uno de ellos, extremo inferior segin el esquema, hay un fragmento de 10 nucledtidos
que acaba en una biotina (esfera amarilla), otro (el superior segin el diagrama) acaba en
cuatro nucledtidos de cadena sencilla complementarios a un ADN cortado con la enzima
Pstl. Finalmente la cadena doble acaba en un extremo complementario a un ADN cortado

con EcoRI (parte derecha del diagrama).

» Lazo final (en verde): Se trata de un oligonucleétido comprado en la casa comercial Sigma-
Aldrich con el nucledtido que ocupa la posicién central del oligo sin base nitrogenada (tiene
un extremo abdsico). Su funcién es evitar la ruptura de la molécula de ADN cuando se
abre de forma mecénica con ayuda de las pinzas 6pticas (un ejemplo de un experimento
que involucra apertura de ADN se muestra en la seccion . Para prepararlo se sigue
un protocolo similar al utilizado en el conector: se calienta el oligo en un termobloque a
95°C durante 10 minutos, y se deja enfriar durante unos ~45 minutos hasta temperatura
ambiente. Esto evitara que se formen estructuras secundarias en el lazo, de forma que

quede libre una secuencia complementaria a un ADN cortado con Sall.

» Fragmento marcado con digozigenina (en amarillo): El fragmento marcado con digoxige-
nina es un fragmento de cadena doble que se ha sintetizado sustituyendo los nucleétidos
de timina por uracilos marcados con digoxigenina. Es la parte de la molécula que permi-

tira que ésta se una a las esferas recubiertas por anti-digoxigenina. Se sintetiza mediante
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una preparacién bioquimica consistente en una PCR (Polymerase Chain Reaction, (Saiki
y col. |1988))) en la cual se amplifica un fragmento del ADN pUC18 (Novagen) utilizando
una mezcla especial de nucledtidos en la que el dTTP es sustituido por dUTP marcado
con dig-11-dUTP (Roche). La PCR se llev a cabo con la Taq Polimerasa (New England
Biolabs) siguiendo un ciclo consistente en calentar la muestra a 94°C durante 3 minu-
tos para conseguir la separaciéon completa de las dos cadenas de ADN por temperatura
(desnaturalizacion), luego se sigue un ciclo de 29 repeticiones de la siguiente secuencia: 1
minuto a 94°C para desnaturalizar el ADN, 1 minuto a 60°C para favorecer el reanillado
de los oligos que serviran de pm’mmﬂ para la Taq polimerasa. El siguiente paso del ciclo
es calentar la muestra a 72°C durante 2 minutos para que la polimerasa replique cada
una de las cadenas sencillas en dos cadenas iguales, ya que constituye su temperatura de
actuacion. Una vez se han completado los 29 ciclos, se deja la muestra 4 minutos a 72°C

y se purifica con un kit de purificacion (Promega).

Para poder unir este fragmento al resto de la preparacion de ADN se corta con la enzima
de restriccion BamHI (New England Biolabs), que permitira dejar un extremo libre con
la secuencia adecuada para poder unirse al espaciador. Una vez cortado, se hace correr la
muestra en un gel de electroforesis, purificando en gel (con el mismo kit de purificacién,

de la marca Promega) sélo un fragmento de ADN de unos ~400 pares de bases.

s Fragmento principal de la horquilla (en rojo): Este es el tinico ADN que cambiard en
funcion de los experimentos llevados a cabo. Se utilizé para estudiar las propiedades de
unién de la SSB al ADN de cadena sencilla en distintas condiciones experimentales, asi
como para analizar el efecto que tiene la unién en co-replicaciéon. En estos experimen-
tos se utiliz6 un ADN de 2500 pares de bases obtenido mediante PCR del genoma del
bacteriéfago ¢29.

Por otra parte, en los experimentos de replicacion en los que se requiere calcular el niimero
de nucleétidos replicados por unidad de tiempo, también se necesitan las curvas de fuerza-
extension. En estos casos se utiliz6 un ADN como el mostrado en la figura 3.6 formado
por cuatro zonas de bajo contenido en GC, y tres zonas de contenido creciente en GC, de
un tamano final de 423 pares de bases. Esta construccion de ADN es una modificacién
del empleado por Morin y col. (2012)) y recibe el nombre del 9GC DNA.

Independientemente de que el experimento requiera una u otra molécula, ambos fragmen-
tos de ADN se cortaron con las enzimas de restriccién EcoRI y Sall, lo que permite su

union al conector y lazo final.

Una vez se han sintetizado todos los fragmentos, se realiza una ligacién en la que se ponen
en disolucién todos los ADN sintetizados. Al haberse cortado con las enzimas de restriccién

especificas cada ADN se unird al fragmento con la secuencia complementaria. En el proceso de

1Se define primer (en su terminologia anglosajona) como el oligonucleétido con el extremo 3’ libre, que seré
utilizado por la polimerasa para iniciar la replicacién del ADN uniendo nucleétidos desde el extremo 3’ al 5’.
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ligacién se incuban los fragmentos durante una noche a 16°C con la enzima T4 ligasa (Roche),

que sellard las uniones entre extremos complementarios y dara lugar al montaje mostrado en

la figura |3.6|
25
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Figura 3.6: Apertura mecénica de la horquilla de ADN del 9GC ADN. A) Diagrama de la molécula de ADN
empleada. En negro se sefiala un espaciador de ADN de cadena doble de 2686 pares. El fragmento de ADN
de color amarillo senaliza una zona marcada con digoxigenina. En azul se indica el conector, que conecta el
espaciador con la horquilla de ADN (en rojo). En verde estd senalizado el lazo final, que cierra la molécula. B)
Representacion en detalle del 9GC DNA. Contiene cuatro zonas de bajo contenido en pares de bases GC, y tres
zonas con un numero creciente de pares de bases GC (3, 6 y 9). C) Curva de fuerza extensién de la horquilla de
ADN. El proceso de apertura de la horquilla viene descrito en el texto principal. Las lineas discontinuas verde
y azul representan las simulaciones con el modelo Worm Like Chain para el ADN de cadena doble (en verde)
y el ADN de cadena sencilla resultante de abrir la horquilla (en azul).

El instrumento de pinzas Opticas permite aplicar la fuerza necesaria para abrir de forma
mecénica el ADN de cadena doble. En la imagen [3.6/C), se muestra la curva de fuerza-extension
que se obtiene al abrir mecanicamente la horquilla del 9GC' ADN. Entre 0 y ~14pN la curva
de fuerza-extensién obtenida se debe a las propiedades mecanicas del espaciador de ADN de
cadena doble. La apertura progresiva de la horquilla genera gradualmente ADN de cadena
sencilla, siguiendo un patrén de fuerza-extensién que refleja la secuencia del ADN. En el caso
ejemplo del 9GC DNA se pueden apreciar tres picos que corresponden a las regiones con 3GC,
6GC v 9GC. El lazo final de la horquilla previene la separacion de las dos cadena, por lo
que finalmente tras la apertura de la horquilla se genera un ADN hibrido de cadena sencilla
(1015 bp) y cadena doble (2686 bp). Las lineas discontinuas ver y azul de la figura 3.6/ C) son
simulaciones hechas con el modelo para un polimero inextensible WLC, Worm Like Chain,

tanto para un ADN de cadena sencilla (en verde) como de cadena doble (en azul).

3.2.2. Experimentos de replicacién sobre cadena sencilla

En estos experimentos se utilizé el tercer tipo de molécula, mostrado esqueméaticamente en
la figura Y al igual que en el caso de los experimentos de unién de la SSB y obtencién de

las curvas de fuerza-extension, consta de varias partes:

33



CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS

s Fragmento marcado con digozigenina (en amarillo): Este fragmento es el mismo que el
empleado en la preparacion de la seccién anterior. Se prepara del mismo modo y se corta
con la enzima BamHI-HF (New England Biolabs).

= Conector (en azul): La preparacion es similar a la explicada para el conector de la seccién
anterior. Consiste en dos oligonucleétidos de 15nt de los cuales uno estd marcado en el
extremo 5’ con biotina y el otro genera un extremo 3’ protuberante con la secuencia de
restriccion de la enzima HindIII, por lo que serd complementario al extremo cortado con
la misma enzima del ADN ssds. Estos oligonucledtidos se incuban durante 10 minutos a

95°C y se dejan enfriar 45 minutos a temperatura ambiente.

» ADN ssds (en negro): Este fragmento de ADN consiste en una molécula mixta formada
por dos fragmentos de unos ~3500 pares de bases, entre los cuales se encuentran unos
~1000 nucledtidos de ADN de cadena sencilla (Ibarra y col. 2009)). El fragmento de
cadena sencilla es el fragmento que se replicard en los experimentos de replicacién, ya sea

la cadena desnuda o cubierta por SSB.

Para prepararlo se corta el ADN circular pBACgus-11 (8041 pares de bases) con la enzima
Nb.BbvCI New England Biolabs, que producira un corte en una sola de las dos cadenas del
ADN en la posicién 560. Una vez inactivada la enzima a 80°C durante 20 min, se incuba en
presencia de la enzima Fzolll (enzima exonucleolitica, de New England Biolabs) durante 6
minutos. Asi se generara el fragmento de ADN de cadena sencilla de unos 1000 nucledtidos.
Luego se inactiva la enzima con EDTA durante 3 minutos y se digiere con proteinasaK
para su completa eliminacién durante 1 hora y 30 minutos a 55°C. Tras la purificacion del
ADN con el kit de purificacion de Promega, este se corta con las enzimas de restriccion
BamHI-HF y HindIII-HF durante 2 horas a 37°C en la disolucién proporcionada por el

fabricante (New England Biolabs) y se purifica de nuevo con el mismo kit de purificacion.

La longitud del fragmento de cadena sencilla generado se comprueba mediante un gel de
electroforesis desnaturalizante de agarosa a pH bésico (~11) cuya funcién es desnatu-
ralizar el dsDNA en dos ADN de cadena sencilla al impedir los enlaces entre pares de
bases. La figura muestra una foto del gel desnaturalizante, donde se puede ver que el

fragmento de ADN de cadena sencilla tiene en torno a ~1000nt.

Finalmente se unen los tres fragmentos con una tnica ligacién (representada esquemaética-
mente en la figura siguiendo un protocolo similar al indicado en la seccién anterior en el
que se diluyen los fragmentos en proporcion 1:1:1 en presencia de la ligasa T4 durante una
noche a 16°C, utilizando la disolucién tampon proporcionada por la casa comercial.

El montaje final se representa en la figura [3.8 donde se puede ver también su comporta-
miento con la fuerza. En este caso, al ser un hibrido de cadena sencilla y cadena doble de ADN,
tiene un comportamiento que se puede predecir simulando unos ~1000nt de cadena sencilla, y

~7100 nucleétidos de cadena doble con el modelo WLC' (linea verde discontinua).
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Figura 3.7: Gel de agarosa alcalino para determinar el tamano del fragmento de cadena sencilla generado en la
preparaciéon del ADN ssds. La banda marcada como A representa el marcador de peso molecular (comprado en
Promega). En la banda B se hizo correr el vector pBacgus11 cortado con la enzima NBbCIA. Las tres bandas
se corresponden con la cadena no cortada (~8000nt, arriba del todo), y la cortada, que da dos fragmentos, uno
de ~4500nt (situada en el punto medio) y otro de ~3500nt (que corre més deprisa, situado abajo). C) En esta
banda se hizo correr el pBacgus11 cortado y digerido con la Ezonucleasa III durante 6 minutos a temperatura
ambiente (22°C). La banda digerida, originalmente de unos ~4500nt, cae a la banda correspondiente a ~3500
nucleétidos, por lo que es un indicativo de que el ADN de cadena sencilla generado tendra unos ~1000nt de
longitud. D) Si subimos el tiempo de digestién con la Exonucleasa III, la banda digerida cae a ~3000nt, por lo
que el fragmento de ADN generado serd de unos ~1500nt.
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Figura 3.8: ADN utilizado en los experimentos de replicacién sobre cadena sencilla. A) Diagrama esquemético
del montaje experimental utilizado en los experimentos de primer extension. En amarillo se muestra el fragmento
marcado con digoxigenina. En azul el conector. En negro el ADN ssds. B) Curva de Fuerza-Extensién de una
molécula del ADN ssds. En rojo se muestra una curva caracteristica. La linea discontinua en azul muestra el
modelo WLC ajustado con 7041 pares de bases de cadena doble y 1000 pares de bases de cadena sencilla.

3.2.3. Preparaciéon de las microesferas

En las secciones anteriores se ha comentado que para los experimentos de esta tesis se
han utilizado microesferas de poliestireno funcionalizadas con anticuerpos en su superfcie para
poder asi unirse a las moléculas de ADN. Se han utilizado microesferas cubiertas con dos tipos
de proteinas distintas:

= Microesferas funcionalizadas con estreptavidina: Se compraron directamente funcionali-
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zadas a la casa comercial Kisker Biotech. Tienen un tamano aproximado de ~2um.

= Microesferas funcionalizadas con anti-digozigenina: Para preparar estas esferas, se sigue
un protocolo en el que se utilizan esferas de ~3.1um recubiertas de proteina G (Kisker
Biotech). Se centrifugan a 3000rpm durante 6 minutos, lo que provocara su precipitacién
en la base del tubo, se elimina la disolucién sobrante (o sobrenadante) y se vuelven a
diluir las microesferas en en una disolucién 100mM NaCl y 100mM Na,HPO, (disolucion

crosslinking).

A las microesferas resuspendidas en la disolucién crosslinking le anadimos Dimetil Pi-
melimidato Dihidrocloruro (DMP) 50 mg/ml en la proporcién 3:100 y anti cuerpo anti-
digoxigenina (disuelta en PBS pH 7.4@ en la proporcién 6:100. Después se incuba una
hora a temperatura ambiente con agitaciéon suave. Durante la incubacion los anticuerpos

de anti-digoxigenina se unen covalentemente a la proteina G con ayuda del DMP.

En el siguiente paso se centrifugan las microesferas a 3000rpm durante 6 minutos para
volver a resuspenderlas en una disolucién Tris 1M pH 7.5 y se dejan reposar a temperatura
ambien con agitacion suave durante 2 horas. Este paso sirve para parar la reaccién de

union de los anticuerpos con el DMP.

Para conservarlas se vuelven a centrifugar a 3000rpm durante otros 6 minutos para re-

suspenderlas en PBS 7.4, y se guardan a 4°C.

3.3. Meétodo experimental

3.3.1. Obtencion de las curvas de fuerza-extension de la cadena sen-
cilla de ADN desnuda y del complejo ssDNA-SSB

En los experimentos para identificar el modo de unién de la SSB se utilizé una horquilla de
replicacion similar a la explicada en la seccién y la figura 3.9 con la diferencia de que se
sustituyé el espaciador y el conector (ver seccién por un nuevo conector de 30 pb con una
biotina en el extremo 5" y una digoxigenina en el extremo 3’. Se eliminé el espaciador de este
montaje para comprobar que su presencia no interferia con la union de la SSB.

Para obtener las curvas de fuerza-extension del ADN de cadena sencilla en ausencia de SSB
se sigue el siguiente proceso: la horquilla de replicacion se abre mecanicamente aplicando fuerza
a la vez que se fluye un oligonucleétido en la camara fluidica. El oligonucledtido se une al lazo
final lo que impide que la horquilla se cierre, logrando asi un sustrato mixto de cadena sencilla
y cadena doble de ADN. Después se realiza un ciclo de reduccién y aumento de fuerza desde
~1pN y hasta ~30pN, obteniéndose asi la curva de fuerza extensién de un montaje hibrido de

cadena sencilla con el espaciador de cadena doble. La presencia de cadena doble no afecta a la

2140mMNaCl, 2.7 mM KCI, 81mM KoHPO,4, 19mM KH,PO,
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Figura 3.9: Esquema experimental utilizado para tomar las CFE en presencia de la SSB. La horquilla se abre
en presencia del oligonucle6tido (coloreado en rojo), que evita el reanillado. Una vez tenemos el sustrado de
cadena sencilla se fluye la SSB en la camara logrando el sustrato ssDNA-SSB.

elasticidad de la cadena sencilla (Ibarra y col. , por lo que se puede eliminar su contribucion
a la curva de fuerza-extensién mediante un sencillo cdlculo matemético (ver seccién [3.4.1)).

Para los experimentos con SSB se sigue el mismo procedimiento pero introduciendo la
proteina en la cdmara fluidica con el ADN sujeto entre ambas esferas a ~3pN (fuerza donde
la unién del tetramero es més estable (Suksombat y col. ; Morin y col. ) Una vez la
SSB ha organizado la cadena sencilla se limpia la SSB sobrante (la proteina que no se ha unido)
de la camara y repite el mismo ciclo de estiramiento, logrando asi la curva de fuerza-extensién
en presencia de SSB.

Las condiciones experimentales utilizadas dependen del tipo de experimento llevado a cabo.
En aquellos disenados para obtener el modo més relevante de unién de la SSB se fluyé SSB en
la camara a concentraciones de 50, 10, 50, 100 o 200nM en una disoluciéon tampoén de 50mM
Tris-HCI, pH 7.5, 2mM DTT y contenido iénico variable: 10, 50 o 300 mM NaCl, o 50 y 300
mM NaCl acompanados de 4mM MgCls.

En los experimentos disenados para el estudio de la replicacién de la cadena retrasada
se emplearon las mismas condiciones que en los experimentos con las polimerasas poly y la
polimerasa del bacteriéfago T7 (polT7): 50 mM Tris pH 8.5, 30 mM KCl, 10 mM DTT, 4 mM
MgCl;y y 0.2 mg/ml BSA.

3.3.2. Union de la SSB a la cadena sencilla de ADN durante la

replicacién de la horquilla
En estos experimentos se produce la union de la SSB mientras tiene lugar la apertura de la
horquilla y el ADN de cadena sencilla es generado de forma gradual. De esta forma se recrea la

generacion de la cadena retrasada que tiene lugar en la célula durante la elongacién de la cadena

lider. Dichos experimentos se llevaron a cabo mediante el montaje experimental mostrado en
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Figura 3.10: Representacion grafica del sistema experimental empleado en los experimentos de replicacién coor-
dinada en presencia de la SSB. La polimerasa de ¢29 abre la horquilla de replicacién a la vez que genera un
sustrato de ssDNA de forma que la SSB se une a la cadena complementaria organizdndola progresivamente.

la figura donde se utilizé la molécula explicada en la seccién |3.2.1] en la que el fragmento
principal de la horquilla es una seccion de 2500 pb del genoma del bacteriéfago ¢29, amplificado
por PCR con oligonucleétidos que incluyen la secuencias de las enzimas de restriccién EcoRI y
Sall. Este montaje deja el extremo 3’ del espaciador libre, lo que permite la unién de la ¢29 y

su utilizaciéon como primer.

La alta capacidad de desplazamiento de banda y procesividad de la polimerasa del bacte-
ridéfago ¢29 hace que sea la enzima idénea para estos experimentos (Morin y col. ; Kamtekar
y col. Ibarra y col. [2009; Salas [1991} Blanco y col. Rodriguez y col. 2005). En pre-
sencia de los nucleétidos esta polimerasa replica el extremo 3’ de la horquilla utilizando una
de las cadenas como molde y liberando de manera progresiva la cadena complementaria hasta
que llega al extremo abésico del lazo final, donde detendra su actividad. Este proceso permite
la apertura toda la horquilla de replicacién a una velocidad aproximada de ~30nt/s a ~3pN,

lo que garantiza una unién estable de la SSB al ADN de cadena sencilla, que es generado
progresivamente (Suksombat y col. 2015; Morin y col. 2017).

En estos experimentos se sujeta la horquilla entre las dos esferas a una fuerza de ~3pN
y se fluye en la camara fluidica una disolucién que contiene una mezcla de la polimerasa de
$29 2nM, 50mM Tris HC1 pH 7.5, 2mM DTT, 50mM NaCl, 4mM MgCl,, 50um dNTP y 5,
50 y 200nM de SSB. Mientras la polimerasa va abriendo el ADN de cadena doble, se generara
gradualmente ADN de cadena sencilla en el extremo 5’ a unos ~30nt/s. Asi, el producto final
de la reaccién es una molécula que contiene 5226 pares de bases de cadena doble de ADN y
2540 nucledtidos de cadena sencilla de ADN organizados por la SSB en un sistema que recrea
la generacién de la cadena retrasada y su organizacion por la SSB en la replicacion del ADN

mitocondrial.
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3.3.3. Experimentos de replicacién sobre cadena sencilla en ausen-
cia y presencia de la SSB: recreando la sintesis de la cadena

retrasada

SSB+pol
H
=@

TAX1 -
W

Figura 3.11: Diagrama representativo del sistema experimental utilizado en los experimentos de replicacién
sobre cadena sencilla para la polimerasa poly. Un ADN hibrido de cadena sencilla y cadena doble se sujeta
entre las dos esferas dejando el extremo 3’ libre.

En estos experimentos se utilizé el sistema experimental explicado en la seccion y
representado en la figura[3.11] Un ADN hibrido de cadena doble y cadena sencilla se sujeta entre
las dos microesferas. El fragmento de cadena sencilla tiene unos ~1000nt de longitud, generado
entre dos fragmentos de cadena doble de ~3500 pares de bases de longitud. La replicacion del
ADN se lleva a cabo fluyendo 2nM de poly mientras el sustrato permanece a fuerza constante.
La replicacién del ADN genera cambios en distancia mientras la polimerasa convierte el ADN
de cadena sencilla en ADN de cadena doble, sea en presencia o ausencia de la SSB.

Se midio el efecto sobre la cinética instantanea de replicacién de la holoenzima mitocondrial
de tres tipos distintos de SSB (discutidas en detalle en las secciones y [1.2): la SSB de
mitocondria humana (mtSSB), una variante de la SSB de mitocondria humana sin un segmento
de su cadena de aminodcidos (mtSSBs3), y la SSB de la bacteria Escherichia Coli (EcoSSB),
todas ellas a 50nM.

Los experimentos se llevaron a cabo en las siguientes condiciones: 50 mM Tris-HCI pH 8.5,
30 mM KCl1, 4 mM MgCly, 10 mM DTT, 0.2 mg/ml BSA y 50uM dNTP (Oliveira y Kaguni

2011} Ciesielski y col. 2015)).

3.4. Analisis de resultados

Los datos experimentales que nos dan las pinzas épticas deben ser analizados y procesados,

para ello en esta tesis se ha utilizado el programa Matlab (Mathworks Inc.), ya que es una
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herramienta muy versatil para programar los calculos y modelos utilizados en este proyecto.

3.4.1. Conversion del cambio en extension a nimero de nucleotidos

y calculo de nucleétidos replicados por unidad de tiempo

En la seccién se ha descrito el instrumento de pinzas épticas y su capacidad de medir
fuerzas y extensién molecular. Sin embargo, en nuestro sistema experimental nos interesa con-
vertir los cambios en distancia a nimero de nucleétidos, lo que nos permitira obtener resultados
tales como los nucledtidos organizados por una SSB o el niimero de nucleétidos replicados por
unidad de tiempo (velocidad de replicacién), asi como su dependencia con la fuerza aplicada
sobre el sustrato.

Para poder llevar acabo esta conversion se necesitan las curvas de fuerza-extensién (CFE
en adelante) en las distintas condiciones experimentales. Ademds, dichas curvas deben ser nor-
malizadas a un solo nucleétido para el cdlculo. Por otra parte, a la extensién medida entre las
microesferas se le debe quitar la contribucion del espaciador. Luego teniendo en cuenta esto,

para calcular las CFE normalizadas se emplea la siguiente expresion:

-TExp(f) - Nds : xdsDNA(f)
Nss

$ssDNA(f) = (3-6)

Tsspna €s la extension por nucledtido a una fuerza dada de la molécula de ADN (medida en
nanémetros por nucletido, nm-nt ™), zg,, es la medida experimental de la extensién entre las
esferas (en nm) cuando tienen la molécula de ADN sujeta entre ambas, Ny y Ny es el nimero
de nucleétidos de cadena doble y de cadena sencilla que tiene la molécula que es estirada,
respectivamente.

Entre otras cosas esta conversion nos ha permitido obtener el niimero de nucleétidos que una
polimerasa es capaz de replicar en funcion de tiempo. Este dato nos permite calcular el nimero
de nucledtidos que la enzima es capaz de incorporar antes de soltarse del ADN (procesividad),
asi como su velocidad promedio de replicacion, la velocidad maxima que es capaz de alcanzar,
y su dependencia en fuerza. En el caso de los experimentos de replicacién sobre cadena sencilla
se utilizé el sistema experimental expuesto en la figura donde la enzima incorpora un sélo
nucledtido en cada ciclo del motor molecular, lo que implica que en cada paso se convierte un
nucledtido de cadena sencilla en uno de cadena doble. De esta forma, el cambio en distancia

que se observa entre las esferas viene dado por:

Arpep(fit) = 2u(f, 1) * (aspna(f) — zsspyalf)) (3.7)

Donde zg,,(f,t) es el cambio en distancia medido entre las esferas cuando el ADN se encuen-
tra sujeto bajo una fuerza f y en un tiempo ¢, z,,(f,t) es el nimero de nucleétidos replicados
en un tiempo ¢ cuando el sustrato se encuentra a una tensién f. Despejando de la expresion

anterior podemos obtener el nimero de nucleétidos que la polimerasa ha replicado en funcién
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del tiempo.

Ay (f, 1)
xdsDNA(f) - -IssDNA(f)

Utilizando las féormulas y para calcular z,,(f,t) se elimina de los resultados la con-

tribucion elastica del sustrato, por lo que la informacion obtenida vendra exclusivamente del

$nt(f7 t) =

(3.8)

efecto de la fuerza sobre la cinética del proceso de replicacion. Este fenémeno se puede com-
probar analizando el nimero total de nucleétidos replicados por cada actividad, que coincide
con el tamano aproximado del sustrato empleado, como se verda méas adelante en la seccién de

resultados.

3.4.2. Calculo de las energias de unién de la SSB al sustrato

Como se vera mas adelante, uno de los datos analizados durante el desarrollo de la tesis
es el coste energético que cuesta liberar un nucleétido de ADN que se encuentra unido a una
SSB. Las energias se calculan como el area encerrada entre la CFE del ADN de cadena sencilla

desnuda, y la CFE del ADN cubierto por SSB. En su expresion matematica:

Area(kBT . ’I’Lt_l) = /0 l’SSB,norm(f) df _/0 xssDNA,norm(f) df (39)

TssBnorm(f) €s la extensién por nucledtido del polimero ADN-SSB a una fuerza dada f, y
Tsspna (f) es la extension por nucleétido del ADN de cadena sencilla cuando ésta se sujeta a una
tension f. Ambas cantidades se utilizan normalizadas a un sélo nucledtido para poder obtener

el coste energético que cuesta liberar un sélo nucleétido de ssDNA cubierto por SSB.

3.4.3. Obtencién de la velocidad media y procesividad

La velocidad promediada por actividad se calcula dividiendo el nimero de nucleétidos re-

plicados entre el tiempo total empleado en la actividad:

Lt total (nt)

Viredia(f) = T(s)

(3.10)

Donde 2y, totar €s €l nimero total de nucleétidos replicados en una sola actividad, y T es el

tiempo empleado en dicha actividad de replicacion.

3.4.4. Calculo de la velocidad maxima

La velocidad media da informacion sobre el promediado de la velocidad de replicacion de
la enzima durante una actividad, sin embargo, en el transcurso de dicha actividad, habra mo-
mentos en los que la polimerasa estard activamente incorporando nucledtidos, y ocasiones en

las que se encuentre en un estado de pausa, es decir, unida al ADN pero sin replicar (Ibarra
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y col. 2009; Malik y col. 2017). Para comprender cémo afecta la tensién mecénica a la cinéti-
ca instantanea de incorporacion del nucleétido es necesario separar las regiones de replicacion

activa de aquellas donde la proteina se encuentra en estado de pausa.

Método de la doble gaussiana

Es el método més usado en la bibliografia para obtener la velocidad maxima (Ibarra y col.
2009; Malik y col. 2017; Morin y col. 2012). Consiste en calcular las velocidades instantdneas de
replicaciéon de la enzima. Para ello se realiza un ajuste lineal al niimero de nucleétidos replicados
por unidad de tiempo con un tamano de ventana, o tiempo sobre el cual se realiza el ajuste,
7, fijo. Por cada actividad se calcula un histograma con la distribucién de probabilidad de
las velocidades instantaneas de replicacion promedio. Tipicamente mostrara una distribucién
bimodal con dos picos, uno centrado en cero que corresponde al estado de pausa, y otro centrado
en una velocidad mayor que cero, que se correspondera al estado de movimiento. Haciendo un
ajuste a una gaussiana doble se pueden obtener el valor de los picos, obteniendo asi la velocidad

maxima de replicaciéon, V...

Método de la prominencia en la velocidad

Como se verd en la seccion 1.2 debido a la naturaleza de los resultados experimentales de
esta tesis hubo que desarrollar un modo alternativo para obtener la velocidad instantanea o
velocidad maxima, V... En esta seccion se dara una breve descripcién del nuevo método, ya
que esta explicado en detalle y con un ejemplo ilustrativo en el anexo Este método parte del
explicado en el apartado anterior pero utilizando un tamano de ventana variable que oscila entre
0.01 y 40 segundos para hacer el ajuste lineal al nimero de nucleétidos replicados por unidad
de tiempo. Para cada tamano de ventana se obtiene V,,,, siguiendo el método tradicional de
la distribucion de velocidades. En funcién del tamano de ventana utilizado, 7, se pueden llegar
a promediar las fluctuaciones térmicas del propio aparato (7 pequenos) o incluso promediar la
actividad y obtener la velocidad media (7 grandes), pero sin embargo, para tamanios de ventana
intermedios, se puede llegar a calcular la velocidad maxima por cada actividad.

Como se ha comentado, esta forma de calcular la velocidad maxima viene explicada en
detalle en el anexo con un ejemplo ilustrativo de obtencion de V)., a partir de una actividad

de replicacion.
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4.1. Identificacion de los modos de union de la SSB de

mitocondria humana a cadena sencilla de ADN

La concentracion de sal y proteina modula los modos de unién de la SSB de mito-
condria humana a la cadena sencilla de ADN
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Figura 4.1: Experimentos para obtener el modo de unién de la SSB de mitocondria humana en distintas con-
diciones experimentales. A)Diagrama esquématico que representa el sistema experimental utilizado. Primero se
abre la horquilla de forma mecéanica, luego se fluye un oligonucleotido que se une al lazo final y evita el cierre
de la horquilla. Asi se genera un ADN de cadena sencilla de 5080 pares de bases sobre el que se puede fluir la
mtSSB. B) curvas experimentales de experimentos con la SSB de mitocondria humana. C) CFE del sustrato
sujeto entre las microesferas en distintas condiciones: ADN de cadena sencilla desnudo (en rojo), de la cadena
recubierta por SSB (en azul) y la actividad de organizacién del ADN por la SSB (en verde).

En la primera parte de la tesis quisimos estudiar las propiedades mecanicas de los com-
plejos ADN-SSB cuando se fluye directamente la SSB de mitocondria humana (en adelante
mtSSB) sobre el ADN de cadena sencilla (ssDNA) estirado a fuerza baja (~3pN), donde la
SSB permanece establemente unida al ADN (Suksombat y col. ; Maffeo y Aksimentiev
. Para ello empleamos un sistema experimental como el mostrado en la figura ) que
se ha explicado en la secciéon [3.2.1L En este caso se decidié prescindir del espaciador para evitar
posibles efectos del ADN de cadena doble sobre la unién de la SSB. Ademas la cadena doble de
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ADN (dsDNA a partir de aqui) no interfiere con las propiedades elasticas del ssDNA (Ibarra
y col. 2009; Suksombat y col. 2015). EI ADN utilizado en la molécula distintiva para estos
experimentos es un fragmento del genoma de ¢29 amplificado por PCR como el explicado en
la seccién [3.2.1] con la diferencia de que el conector se sustituyé por uno nuevo formado por
una cadena doble con un extremo compatible con un ADN cortado con EcoRI, y en el otro
extremo con dos funcionalizaciones distintas: una biotina en el 5’, y con una digoxigenina en el
3’. El montaje final consiste en una horquilla de 2540pb de longitud. Una vez abierto (a ~19
pN) se fluye en la cdmara fluidica un oligonucledtido de 30 pb complementario al lazo final, lo
que evitara el cierre de la horquilla al disminuir la fuerza, dando lugar a un ADN hibrido de
5080 pares de bases de ssDNA. Con la molécula sujeta, bajar la fuerza a 0 pN y subirma de
nuevo a ~30-40 pN dara lugar a la CFE roja mostrada en la figura )

Después se limpia el oligonucle6tido mediante el flujo principal de la cdmara fluidica, lo que
asegurara que una vez fluyamos las SSB, todo el tetramero organice el ADN que esta estirado
entre las microesferas, y no existan uniones con los oligonucleétidos. Una vez limpio el sistema,
la mtSSB se introduce a una fuerza constante de ~3+1 pN, 1 que evitard efectos potenciales
que las tensiones mecénicas puedan ejercer sobre la uniéon de la SSB con el ssDNA, tal y como
ocurre con la SSB de E.Coli (Suksombat y col. 2015)).

Al sujetarse el sistema a fuerza constante, la organizacion del ssDNA por la mtSSB se
detecta como un cambio en distancia entre las microesferas (Ax en la figura [£.1]A), linea verde
en la imagen B)). Una vez la mtSSB ha organizado el ssDNA, la extensién entre las microesferas
permanecera constante ya que no se estd uniendo mas proteina. Después se vuelve a limpiar el
sistema para eliminar la mtSSB sobrante y se realiza un ciclo de relajacién y estiramiento entre
0 y ~30-40 pN para obtener la CFE en presencia de mtSSB (en la figura [1.1B) se muestra una
CFE ejemplo obtenida a 10mM NaCl).

Debido a que el comportamiento del complejo ssDNA-mtSSB puede cambiar con las condi-
ciones del experimento (Curth y col.|1994; Ciesielski y col. 2015)), se decidi tomar experimentos
con contenido variable de concentracién de NaCl (5, 10, 50,100 y 200 mM), MgCl, (4 mM) y
mtSSB (5, 10, 50, 100 y 200 nM), combinados entre si. Asi, se midieron un total de ~25 ratios
[mtSSB]/[NaCl] distintos con un minimo de 4 CFE por cada condicién, siendo este ratio una
medida del nimero medio de mtSSB que existen por cada ién en disolucion. En todas las con-
diciones la extensién de un ssDNA cubierto por mtSSB es distinta a la del ssDNA desnudo, y
la forma de las CFE depende de la concentracién de sal y de mtSSB (ver figura[4.2). Ademas,
dichas curvas no muestran la presencia de agregados (que se detectarian como saltos bruscos en
extensién), algo que ya habia sido reportado con anterioridad (Ciesielski y col. [2015; Longley,
Smith y Copeland 2009).

Las CFE que se representan en la figura demuestran que la fuerza puede tener un efecto
relevante sobre la estabilidad del polimero mtSSB-ssDNA ya que la aplicacion de tensiones
puede lograr la liberacién de la mtSSB del ADN de cadena sencilla, llegando a recuperar la

CFE que se tenia antes de fluir la mtSSB en el medio, tal y como se ha visto en E.Coli
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Figura 4.2: Curvas de fuerza-extensién de un ADN organizado por la mtSSB. Las lineas rojas y azules representan
los estiramientos una vez unida la mtSSB a ~3 pN y en distintas concentraciones. Para cada caso se muestran
dos curvas ejemplo. Las lineas més claras representan las CFE de la ssDNA desnuda en las distintas condiciones.
La curva negra discontinua es la simulacién con el modelo Worm Like Chain, WLC' para polimeros inextensibles,

en la que se utilizé una longitud de persistencia de 0.75nM y un médulo de estiramiento de 800pN. La imagen
ha sido modificada de la referencia de Morin y col. (2017).

(Suksombat y col. [2015)). Para analizar la estabilidad de la unién mtSSB-ssDNA y estudiar
las propiedades elasticas intrinsecas del polimero, decidimos llevar a cabo unos experimentos
consistentes en una serie de ciclos de estiramiento y relajaciéon empezando a fuerzas bajas, con
un incremento de ~1 pN por cada ciclo. En estos experimentos solo esta presente la SSB que
organizé el ssDNA a ~3 pN, ya que la mtSSB que no se une se eliminé mediante flujo principal.
Disenados de esta forma nos pueden dar informacién sobre las fuerzas necesarias para lograr
que el ADN se desenrolle de la mtSSB sin soltarse del todo (F,), y que tensiones son necesarias

para lograr la completa liberacién del tetramero (Fy).

En la figura [4.3] se muestran los resultados obtenidos. Para todas las condiciones analizadas,
las CFE son completamente reversibles por debajo de ~541 pN indicando una unién estable
mtSSB-ssDNA. Si subimos la tensién aplicada por encima de la fuerza de desenrollamiento, F,,,
aparecen fenomenos de histéresis, es decir, se puede calcular un area encerrada entre las curvas
de estiramiento y relajacién (ver figura , panel central). Sin embargo, ciclos consecutivos
de estiramiento-relajacién presentan CFE similares con histéresis parecidas. Dado que la tinica
mtSSB presente es la que se unié al ADN antes de iniciar los ciclos, la aparicién de histéresis
demuestra que el cambio en las CFE se debe a cambios en la estructura del polimero sin pérdida
de mtSSB. Es decir, si subimos la fuerza por encima de F), lograremos el desenrollamiento de
la mtSSB, pero no su liberacion, ya que tras la relajacion se recupera la estructura original del
polimero. No obstante, subir la fuerza por encima de F; hace que en ciclos consecutivos la CFE
en presencia de mtSSB tienda a la CFE de la ssDNA desnuda, lo que demuestra que la fuerza
puede ocasionar la liberacién de la mtSSB (figura , panel derecho).
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Por otra parte, la figura muestra
que tanto F, como F; aumentan con el ratio
[mtSSB]/[NaCl]. Si dicho ratio sube por en-
cima de un determinado valor (~1.10°%), am-
bas fuerzas presentan un incremento de for-
ma abrupta ya que F, para de valer ~6 pN a
~9 pN, mientras que F; sube de ~8 pN a ~
14pN. Estos resultados demuestran que tan-
to la concentracion salina como la de mtSSB
tienen un efecto relevante en la unién de la
proteina al ADN. Ademads, esta misma ten-
dencia se ha observado para la SSB de E.Coli
(Suksombat y col. [2015)), donde las fuerzas
requeridas para desenrollar y soltar una sola
SSB son ~3-8 pN y ~10 pN, respectivamen-
te, confirmando que las tensiones afectan a
la organizacién del ADN en torno a ambos
tetrameros. Por otra parte, fuerzas superio-
res a ~30-40 pN son suficientes para lograr

la completa liberacién del tetramero.

Para comprobar el efecto que la concen-
tracion de sal y mtSSB tienen sobre la forma
en la que el tetramero organiza el ADN, de-
cidimos aplicar el modelo propuesto por Ja-
rillo y col. (2017)) en la zona reversible (~0-5
pN) de un total de N~200 CFE obtenidas
experimentalmente en las distintas condicio-
nes. Dado que no hay evidencia de que la
mtSSB se una de forma cooperativa al ADN,
el modelo supone que la SSB se puede unir
de forma aleatoria en cualquier lugar de la
molécula, por lo que cabria esperar que en
el complejo ADN-SSB convivan segmentos
organizados por SSB y segmentos de ADN
de cadena sencilla libres de SSB. Cuando se
aplican fuerzas sobre el complejo en la zo-
na reversible, el ADN migra hacia los extre-
mos del tetramero, obligdndolo a mantener

su orientacion en la direccién de la fuerza
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Figura 4.3: Estabilidad de la unién de la mtSSB al sus-
trato de ADN de cadena sencilla. A) Ejemplos de ciclos
de estiramiento-relajaciéon para 50mM NaCl y 100 nM de
mtSSB. En todos los paneles C1 representa el primer ci-
clo, R representa la rejalacion a ~0 pN y C2 representa
el segundo ciclo de estiramiento, ~1-2 pN por encima de
C1. Por debajo de ~5 pN (panel izquierdo) los ciclos son
completamente reversibles. Cuando C1 es igual a C2, pe-
ro son distintos a la relajacién (panel central), significa
que la mtSSB se desenrolla sin liberacion con la fuerza,
va que tras la relajacién se reorganiza el ADN y un nuevo
estiramiento presenta una CFE similar a C1. Estos ciclos
tienen una histéresis (drea verde) que se repite tras el pro-
ceso de relajacion. Cuando C1 es lo suficientemente alto,
la relajacién tendra una CFE similar a la de ADN de ca-
dena sencilla, ya que se ha liberado parte de la mtSSB en
el proceso (panel derecho). Al tener el ssDNA més limpio
de proteina, el segundo ciclo transcurre con una CFE mas
proxima a la de cadena sencilla que C1, con una histéresis
mas pequenia. B) Dependencias de la fuerza de desenro-
llamiento de la mtSSB, F, (puntos azules con el centro
blanco), y la fuerza de liberacién, F; (puntos rellenos en
negro), con el ratio [mtSSB]/[NaCl]. En rojo se represen-
tan los puntos a 4mM MgCl, y 50nM NaCl. En todos los
casos las barras de error representan el error estandar.
Las graficas se han obtenido de la referencia Morin y col.
2017,
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aplicada. Asi, para explicar la extension to-

tal de la molécula, se puede considerar que es la suma de dos polimeros independientes, uno
cubierto por SSB y otro de ADN desnudo. Por lo tanto en equilibrio, la extension total experi-
mental por nucleétido z,;(F') se puede explicar como la suma de la extension total del complejo
ADN-SSB a una fuerza dada (Zcompiejo(F)) v la extension del fragmento de ADN de cadena
sencilla zgpya (F). De esta forma, si § es la fraccién total de la ssDNA que estd cubierta por
SSB:

QfTot(F) =4- xComplejo(F) + (1 — (5) . xssDNA(F) (41)

Tsspna (F) se obtiene experimentalmente de las CFE de cadena sencilla de ADN como se
explica en la seccién [3.3.1] por lo que contiene las propiedades eldsticas del ADN en cada
condicién experimental. z;,;(F) es la extensién molecular experimental del polimero ssDNA-
SSB medida entre las microesferas, normalizada a 1 nt. Por otra parte, la contribucién de la
region cubierta por mtSSB, Zcompiejo (F), se modelizé utilizando el FJC para elasticidad de
polimeros. El FJC asume que cada complejo ssDNA-tetramero se comporta como una varilla
rigida de longitud L.,q4s, que coincide con la distancia entre los puntos por donde entra y sale el
ADN del tetramero. Asi, la expresion que da la extension por nucleétido de la regién cubierta

por mtSSB es la siguiente:

Lends th F'- Lenas kg-T
LComplejo = N, B kg-T B F- Lengs

(4.2)

N,; es el nimero de nucledtidos promedio que cada tetramero es capaz de organizar,
coth (F - Lengs/kp - T) — kp - T/F - Lepgs se corresponde con la funcién de Langevin, y da la
medida del alineamiento promedio de los tetrameros con respecto a la direccion de la tensién
aplicada en el sustrato. L.,qs se tom6 como el tamano cristalografico de la mtSSB en todas
direcciones (5< Leygs<8nm (Curth, Urbanke y Kang |1997))), ya que son las posibles distancias
que podria valer la unidad del polimero formado por las mtSSB.

Aplicar el modelo demostré que para todos los valores de L.,4s estudiados se distinguen
dos modos de union estadisticamente distintos: el modo alto (mtSSB,), en el que la mtSSB
une mayor numero de nucleétidos, y el modo bajo (mtSSBg), en el que se organiza un nimero
mas pequeno. La figura muestra la variacién del nimero de nucledtidos unidos en las
distintas condiciones para un caso ejemplo con L.,;,=6 nm. Ademas en todas las condiciones
se demostré que ambos modos son estadisticamente diferentes con un nivel de significancia
mayor a un 95 % mediante un test t-Student, lo que verifica la existencia de dos modos de
unién, tal y como se ha encontrado para la SSB de E.Coli (Lohman y Ferrari 1994; Ferrari,
Bujalowski y Lohman [1994). La prevalencia de uno u otro modo depende de la concentracién
de sal y mtSSB utilizadas, predominando el modo alto, mtSSB, a altas concentraciones de
sal ([NaCl]=300 mM) o ratios [mtSSB]/[NaCl] bajos (<0.5-1-10°%); mientras que el modo bajo,
mtSSBg, predomina a bajas condiciones de sal (10 mM) o alto ratio [mtSSB]/[NaCl] (ver figura
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Figura 4.4: Resultados de aplicar el modelo utilizando Le,4s=6 nm. A) Representacién del ndmero de nucleétidos
organizados por una mtSSB en funcién del ratio [SSB]/[NaCl]. Los puntos rojos representan los resultados a
50mM NaCl y 4mM MgCls. Prevalecen dos de unién mayoritarios, el modo alto (regién rosada, mtSSByA) v el
modo bajo (regién azulada, mtSSBg). B) Resutlados de la cobertura obtenida en funcién del ratio [SSB]/[NaCl].
En ambos casos las barras de error representan el error estdndar. Las gréficas han sido modificadas de la
referencia de Morin y col. |2017|

). Sin embargo, en condiciones intermedias o fisiologicas (~100 mM NaCl) el modo de unién
dependera fundamentalmente de la concentraciéon de mtSSB, con el modo bajo dominando a
concentraciones superiores de ~50-100 nM, lo que implica que habra mayor niimero de proteinas
unidas por cada ADN de cadena sencilla disponible.

Ademas, aunque el modo de unién depende del valor de L.,q4, utilizado en los ajustes, tal
y como se muestra en la tabla [4.1] para cualquiera de los valores de L4, €l modo mtSSBg
une un numero de nucleétidos un 30 % menor. En esa misma tabla se puede comprobar que
el comportamiento se repite en los experimentos llevados a cabo en presencia de MgCls. En
cualquier caso los resultados del ntimero de nucleétidos de cada modo son compatibles con
lo que se puede encontrar en la bibliografia en experimentos de unién a oligonucleétidos en
distintas condiciones salinas, donde se han encontrado tamanos de uniéon de entre 50 y 70 nt
por tetramero (Curth y col. [1994)), 68-120 nt por tetrdmero para la mtSSB de la Drosophila
melanogaster (Thommes y col. [1995]) o 65-35 para la SSB de E.Coli TwoBindingModes.

Lends=5nm Lends=6nm Lends=7nm Lends=8nm
Modos de unién 43+15 53+27 50421 57+18
para distinta
[NaCl] 55+20 67+21 75422 84+22
Modos de union 3113 39+4 50+7 59+9
con distinta
[NaCl] y MgCl: 53+16 60+10 73+12 89+16

Tabla 4.1: Tabla con los resultados experimentales para los dos modos de unién encontrados para la SSB de
mitocondria humana. En azul se seniala el modo bajo obtenido de los ajustes, y en rojo el modo alto. Los errores
mostrados corresponden a la desviacién estdndar. La figura ha sido modificada de (Morin y col. [2017)).

Por otra parte, los ajustes a los modelos también demostraron que la cobertura del sustra-
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to de ADN también estd determinada por el contenido en sal y la concentracion de mtSSB.
Asi, tal y como se puede ver en la figura , en el modo alto(predominante a bajo ratio
[mtSSB]/[NaCl]) la cobertura serd de un ~70 %, mientras que en el modo bajo, predominante
a alto ratio [mtSSB]/[NaCl], la cobertura serd de un ~90 %.

Modo de uniéon predominante en la replicacion del ADN mitocondrial humano

Hasta ahora se ha podido comprobar que existen dos modos diferenciados de union de la
SSB de mitocondria humana al ADN de cadena sencilla, y la prevalencia de uno u otro modo
queda determinada por la concentracién de sal y SSB del medio. Sin embargo, dicho modo de
union podria cambiar en funcién del proceso fisiolégico por lo que para determinar si algin
modo domina en las condiciones fisiologicas decidimos llevar a cabo unos experimentos que
recrean la generacién gradual de la cadena retrasada en la replicacion del ADN. Se empled un
sistema experimental como el explicado en la seccion en el que se utilizé una horquilla
como la utilizada en los experimentos de unién de la mtSSB, pero anadiéndole el espaciador
junto al ADN marcado con digozigenina. Este montaje deja en el espaciador el extremo 3’ libre,
permitiendo a la polimerasa utilizarlo como primer e iniciar la replicacién.

En estos experimentos se utiliza una disoluciéon tampén a 50mM Tris HCI pH 7.5, 2mM DTT,
50mM NaCl, 4mM MgCl,, y se fluyen a la vez, a ~3 pN, la polimerasa del bacteriéfago $29 (a
2nM) y la mtSSB en distintas concentraciones. Como se explicé en la seccion se utilizo
la polimerasa del bacteriéfago ¢29 por su alta procesividad y capacidad de desplazamiento de
banda (Morin y col. 2012; Kamtekar y col. |2004; Ibarra y col. 2009; Salas [1991; Blanco y col.
1989; Rodriguez y col. 2005)). Esto hace que la enzima pueda llegar a replicar a unos ~30 nt/s los
2500 pares de bases que forman la horquilla sin disociacién hasta que se detiene en el extremo
abasico del lazo final, lo que deja un sustrato final de 5226 pb de cadena doble y 2540 pb de
cadena sencilla que ha sido recubierta por mtSSB de forma gradual. Ademas, la actividades de
replicacién no presentan pausas largas ni cambios bruscos en distancia (ver figura ), lo que
confirma una unién progresiva de la mtSSB al ADN de cadena sencilla segtin es generado en el
proceso de apertura de la horquilla.

Suponiendo que la mtSSB permanece estable entre 0 y ~5 pN, utilizamos la ecuacion
para repetir los ajustes de la seccion anterior pero con las nuevas condiciones de generacién
de ADN. Estos ajustes nos dan el niimero de nucledtidos que une cada tetramero, asi como la
cobertura total del polimero de ADN. Sus resultados se muestran en la figura[4.5]donde se puede
comprobar, que cuando la unién de la mtSSB se produce al mismo tiempo que la generacién
de cadena sencilla de ADN, y a una velocidad que permite la unién gradual de la mtSSB (~30
nt/s), el tinico modo de unién que prevalece es el modo bajo de unién, independientemente de
la concentracion de la mtSSB. Ademas, tal y como pasaba en los experimentos de la seccién
anterior, estos resultados son independientes del valor de L.,4s ya que el modo mtSSBg prevalece
en todos los casos.

Por otra parte, la generacién gradual de la cadena sencilla de ADN garantiza que la mtSSB
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Figura 4.5: Resultados de la unién de la mtSSB al ADN de cadena sencilla cuando tiene lugar al mismo tiempo
que la replicacién de la horquilla. A) Nimero de nucledtidos unidos por tetramero para Le,qs=6nm y distinta
concentracién de mtSSB. La regién rosada representa el modo alto de unién, y la azulada el modo bajo. B)
Cobertura obtenida para las distintas condiciones con Lepgs=6nm. En A) y B) los puntos rojos representan
los resultados obtenidos cuando la unién se produce a un ADN de cadena sencilla previamente generado. Los
puntos verdes representan los resultados obtenidos cuando la unién se produce al mismo tiempo que el ADN es
generado de forma gradual. C) Trazas representativas de actividades de replicacién sin (en negro) y con mtSSB
(en verde). Estas trazas representan los cambios en distancia entre las microesferas debidas al efecto combinado
de la replicacién y la unién de la mtSSB, que son llevadas a cabo con el ADN sujeto a ~3pN y a una velocidad
de ~30nt/s. Las imagenes han sido modificadas de la referencia Morin y col. 2017,

cubrird practicamente la totalidad de la molécula de ADN, ya que como se puede ver en la figura

4.5B), para todas las concentraciones de mtSSB estudiadas la cobertura esta en un ~95 %.

Lenass=5nm Lends=6nm Lenass=7NnM Lends=8nm
34+2 4414 54+5 635
3212 4412 5343 63+3

Tabla 4.2: Tabla con los resultados de los ajustes hechos con el modelo de la ecuacién |4.2| para los experimentos
de unién en co-replicacion. Independientemente del valor de L.,qs utilizado la concentracién de mtSSB no
determina el modo de unién, siendo el modo bajo el que domina en estas condiciones. Tabla tomada de Morin
y col. [2017]

4.2. Replicacién de la cadena retrasada

Hasta ahora se han explicado los resultados obtenidos en relacién a la comprension del

comportamiento de la SSB de la mitocondria humana. Como se ha comenté en los objetivos
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(capitulo [2)) en esta tesis se ha tratado de comprender el funcionamiento individual de una
parte de las proteinas implicadas en la replicacién del ADN mitocondrial humano, asi como
su funcionamiento colectivo, por lo que en las siguientes secciones se van a mostrar y explicar

los resultados obtenidos en los experimentos de replicacion de la polimerasa de la mitocondria
humana.

Deteccion de actividades individuales de replicacion de la poly y obtencion de las
CFE de la cadena sencilla de ADN en presencia de la SSB

ssDNA
mtSSB wr
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N N
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Figura 4.6: Resultados experimentales para las CFE del ssDNA en presencia de la SSB. A) CFE en presencia
de todas las SSB estudiadas en esta tesis. B) Ajustes del modelo de (Jarillo y col. 2017) y (Morin y col. [2017)
a los resultados experimentales, siempre por debajo de 8pN. Imagenes modificadas de Cerrén y col. 2019

En estos experimentos se usé el sistema experimental explicado en la seccion y la
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figura [3.11] Se llevaron a cabo en las condiciones experimentales apropiadas para la replicacién
del ADN (ver seccién 30mM KCI1, 4mM MgCly), con 50nM SSB para cada uno de los
tres tipos de proteina. Estas condiciones son conocidas por estimular la uniéon de la SSB en el
modo bajo al ADN de cadena sencilla (Antony y Lohman 2018; Lohman y Ferrari [1994; Qian
y Johnson 2017; Morin y col. 2017). De hecho, el anélisis de CFE de los complejos SSB-ADN
para los tres tipos de tetramero estudiados en esta tesis (ver figura indicaron que, en
nuestras condiciones experimentales y a las fuerzas por debajo de las cuales la SSB permanece
establemente unida al tetrdmero (~8-10pN), las tres proteinas se unen al ADN en el modo
bajo de unién (~30nt/tetramero), cubriendo casi la totalidad del sustrato (80-90%). En la
figura se muestran las regiones de las CFE en las cuales se aplicé el modelo desarrollado
en las referencias (Jarillo y col. 2017) y (Morin y col. [2017)); en rojo se muestran los valores
promedio de las Curvas de Fuerza-Extensién para la mtSSB, junto a una traza representativa
experimental, en verde se muestran los valores de las CFE para la mtSSBs 3, y en negro para
las CFE de EcoSSB. En gris se muestran ejemplos de curvas experimentales representativas
para cada uno de los casos, y en azul se indican los ajustes a los modelos.

Como se ha comentado anteriormente estos ajustes siempre se realizaron a fuerzas por debajo
de ~8pN, ya que a tensiones superiores la fuerza favorece la suelta de la SSB de la ssDNA, y
el ADN tiende a salirse por los extremos del tetrdmero (Suksombat y col. 2015; Morin y col.
2017).

Las Curvas de Fuerza-Extension nos permitieron obtener el nimero de nucleétidos replicados
por unidad de tiempo de la polimerasa en las distintas condiciones. En la figura |4.7] se ven unos
ejemplos de actividades de replicacion de la poly llevadas a cabo en las distintas condiciones
de SSB. Como se puede comprobar presentan regiones donde la poly replica a su velocidad
maxima (Vi) (el nimero de nucledtidos replicados aumentan con el tiempo) y regiones de

pausa donde la enzima permanece inactiva.

4.2.1. La estructura secundaria formada en el ADN de cadena senci-

lla ralentiza la velocidad maxima de replicacion de la polimerasa~y

El primer paso consistio en estudiar y analizar el comportamiento de la polimerasay cuando
replica el sustrato de ADN en ausencia de SSB. Se analizaron un total de N=100 actividades
independientes, que demostraron que a las fuerzas més bajas (~1pN) el nimero promedio de
nucledtidos replicados por actividad (también llamado procesividad) esté en torno a 4504+25nt,
con una velocidad de replicacién promedio que oscila entre ~6 y ~13nt /s, tal y como se muestra
en la figura [4.8] donde se pueden ver los resultados para la procesividad y velocidad promedio
de replicacion (Visegia)-

Estos valores coinciden con lo obtenido en estudios in wvitro llevados a cabo con las mismas
condiciones salinas que en los experimentos de esta tesis, donde experimentos con la holoenzima
reconstituida dieron resultados de procesividad en torno a ~560nt (Ciesielski y col. [2015; Fan

y col. [2006) y velocidad promedio de replicacién de ~6nt/s (Kaguni |2004; Graziewicz, Longley
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y Copeland 2005)).
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Figura 4.7: Ejemplos representativos de actividades de re-
plicaciéon de la poly en ausencia y presencia de variantes de
mtSSB. Imagen obtenida de la referencia de Cerrén y col.

oS

Por otra parte, el proceso de prepara-
cién del ADN ssds detallado en la seccion
podria dar lugar a pequenos residuos
de ssDNA que podrian estar generando ex-
tremos 3’ libres en el fragmento de ADN de
cadena sencilla presente en el sustrato utili-
zado. Esto hace que en nuestros experimen-
tos pudiera darse la circunstancia de ocurrir
varios eventos de replicacion sobre el ADN
estirado al mismo tiempo. Por esto, para ga-
rantizar que la actividad registrada en las
pinzas Opticas fuera debida a una tnica po-
limerasa, se mantuvo la concentracion de la
misma lo mas baja posible (2nM). Ademas
se repitio el experimento variando la con-
centracién de la enzima hasta 50 veces (de

0.2nM a 10nM), y como se puede ver en la

figura los resultados tanto de Vyjeq, como de procesividad no cambian, lo que demuestra

que en estos experimentos cada actividad de replicacion se debe a una sola polimerasa.

En la figura [4.7] se ha podido comprobar que las actividades de replicacién presentan re-

giones de pausa y regiones de movimiento, siendo estas ultimas zonas donde la enzima esta

replicando el ADN a su velocidad maxima. Para calcular la velocidad en estas regiones, donde

se puede estudiar la polimerasa cuando esta activamente replicando el ADN, desarrollamos un
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Figura 4.8: Resultados obtenidos para los experimentos de replicacién sobre cadena sencilla de ADN. A) Resul-
tados experimentales para la velocidad media de replicacién de la polimerasay en las distintas condiciones. B)
Procesividad de la enzima. Figura obtenida de Cerrén y col. 2019
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nuevo método (el método de las prominencias) que permite obtener la velocidad instantdnea
(o velocidad méaxima, Vy,,) en polimerasas con velocidades de replicaciéon lentas, como es el
caso de la poly. Debido a lo novedoso del método, en el Anexo se incluyen ejemplos de
obtencién de la V., en actividades de replicacién simuladas con velocidad conocida. Con estos
datos descubrimos que la aplicacién del método de las prominencias subestima las velocidades
de replicacién en torno a un ~13 %, pero sin embargo permite obtener el valor de la Vj,, con
mayor exactitud que con el método tradicionalmente empleado de la doble gaussiana, vélido
para polimerasas que replican a mayor velocidad (Maier, Bensimon y Croquette [2000; Wuite
y col. 2000; Morin y col. 2012; Manosas y col. [2012).

Como en el caso de la velocidad media de replicacion, Vijee, los resultados obtenidos para
Vimaz también presentan una dependencia fuerte con la tensién aplicada en el ADN, ya que
aumenta con la velocidad a tensiones menores que ~6pN (de ~15nt/s a ~25nt/s) y disminuye
gradualmente hasta pararse a tensiones mayores que ~6pN. Este comportamiento no es nuevo
en este tipo de enzimas, ya que ha sido visto con anterioridad en determinados estudios (Maier,
Bensimon y Croquette 2000; Manosas y col. [2012; Wuite y col. 2000; Naufer y col. 2017). Para
fuerzas menores a ~6pN, la tensién produce un aumento en V,,,., lo que podria estar relacionado
con la presencia de estructura secundaria en el ssDNA, ya que el porcentaje de nucleétidos que
no forman estructura secundaria es cercano al ~100 % para esas fuerzas, tal y como se muestra
en la figura del anexo (calculado siguiendo el procedimiento descrito en la referencia
de Bosco, Camunas-Soler y Ritort (2014)). Adem4s, hay estudios previos que demuestran que
la estructura secundaria tiene un efecto relevante en la actividad de determinadas polimerasas
similares a la estudiada en esta tesis (Hacker y Alberts|1994; Johnson y O’Donnel [2005; Kaguni
y Clayton 1982). Por ello, decidimos desarrollar un modelo en el que V4, estd modulada por el

trabajo de convertir un nucleétido de cadena sencilla (que mide una distancia zpya(f)) a un
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Figura 4.9: Experimentos de replicacién del ssDNA a diferentes concentraciones de poly. A) Velocidad de
replicacién media. B) Procesividad. La figura proviene de la referencia Cerrén y col. 2019.
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nucledtido de cadena doble (cuya distancia a una fuerza f es xgspya(f)), y ademds un trabajo
extra empleado en deshacer la estructura secundaria caracteristica del ADN de cadena sencilla

a cada fuerza. Asi, ajustamos la curva fuerza-V,,,, a la ley de Arrhenius (Bustamante y col.
2004)):

0- f : (xss(f) - -Ids(f)) + AGeff ’ (1 - ¢(f))

Vinaw(f) = Fimaz (0) - € kT (4.3)

Donde ka2 (0) es la velocidad méaxima de replicacién sin fuerza aplicada sobre el sustrato y
en ausencia de estructura secundaria, J es el tamano de paso cinético de la polimerasa, AG.ss
es la barrera energética que genera la estructura secundaria al avance de la polimerasa. ¢(f)
va de 0 a 1 y representa el porcentaje de nucleétidos desapareados que tiene el ADN de cadena
sencilla a una fuerza f y en nuestras condiciones experimentales. Por otro lado kg es la constante
de Bolzmann y T es la temperatura absoluta. Las variables ¢(f), Zspna(f) ¥ Taspna(f) son
empiricas, es decir, provienen de las CFE en las distintas condiciones experimentales (figura
. Ademas decidimos fijar § como 1, ya que segin diversos estudios de estructura de proteinas
y bioquimica en bulk, un tamano de paso cinético de 1 nucledtido seria lo esperable para este
tipo de proteinas (Li, Korolev y Waksman [1998; Berman y col. 2007; Morin y col. [2015; Pandey
y Patel [2014). Por otra parte, las variables k;,q,(0) y AG.ys se obtienen tras ajustar la ecuacién
4.3 a los datos experimentales minimizando el error cuadrético medio. Tal y como se muestra
en la figura encontramos que el modelo ajusta para todo el rango de fuerzas estudiado,
dando como resultado un k., (0)=23+£0.7nt/s y AGerp=1.4+£0.2kgT.

Poly: -ssDNA -mtSSBwr Poly: -ssDNA -mtSSBwr -mtSSB.s -EcoSSB
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Figura 4.10: Velocidad de replicacién de la polimerasay en funcién de la fuerza y de la concentracién de SSB. A)
Vmaz €0 ausencia y presencia de SSB, en azul y rojo respectivamente. B) Vi, para los distintas SSB usadas.
En ambas figuras las lineas continuas representan los ajustes a los distintos modelos explicados en el texto
principal. Figura originaria de Cerrén y col. 2019}

En concreto, el valor de k;,4.(0) es similar a la velocidad de incorporacién intrinseca de nu-

cledtidos encontrada anteriormente en experimentos in vitro de la polimerasa de la mitocondria
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de la Drosophila melanogaster, 15 nt/s, y de la humana, 37nt/s (Lee y Johnson 2006; Johnson
y Johnson 2001a; Williams y Kaguni [1995)).

Ademas, este modelo demuestra la importancia que tiene la estructura secundaria en la
modulacién de V., a bajas fuerzas, ya que representa una barrera de 1.4kg 7T, lo que hace que
sea el principal impedimento al avance de la polimerasay a fuerzas por debajo de ~6pN. Sin
embargo a fuerzas mayores es el trabajo mecanico de convertir un nucleétido de cadena sencilla
a uno de cadena doble la mayor contribucién a la barrera energética, ya que a ~6pN se ha
desestabilizado casi toda la estructura secundaria tal y como se muestra en la figura[A. 1], ¢ ~1.

En este punto, conviene destacar que aunque la polimerasay tiene capacidad exonucleolitica
y de correccién de errores, nosotros no fuimos capaces de detectar actividades de exonucledlisis
a fuerzas por debajo de ~60pN, tal y como se ha observado para otras polimerasas similares
(Naufer y col. 2017; Ibarra y col. [2009; Wuite y col. |2000) ya que la velocidad a la que ocurre
dicho proceso podria no ser detectable al encontrarse por debajo del limite de resolucion de

nuestro equipo.

4.2.2. La SSB impide la formacién de la estructura secundaria de la
cadena sencilla de ADN favoreciendo la replicacion por parte

de la poly

El siguiente paso de la investigacién fue incluir la SSB de la mitocondria humana en los
experimentos de replicacion, para ello se siguié el mismo procedimiento que en la seccién anterior
pero anadiendo la SSB en la disolucién con la polimerasa. Se analizaron un total de 109 curvas
que demostraron que la presencia de la SSB aumenta tanto la procesividad como la velocidad
de replicacién en el rango en el que la SSB permanece establemente unida al sustrato (8-
10pN)(Morin y col. 2017; Suksombat y col. 2015), tal y como se muestra en las figura [4.§
Esta estimulacion ya se ha visto anteriormente en estudios de replicacion in wvitro, como se
explica los estudios de Korhonen y col. (2004), Ciesielski y col. (2015) y Williams y Kaguni
(1995). En estas condiciones la polimerasay replica unos ~900nt y la velocidad promedio de
replicacién sube a ser unos ~9nt /s, manteniéndose aproximadamente constante para el rango
de fuerzas estudiado (figura [4.§)). La SSB de mitocondria humana también tiene un efecto en
Vimaz, ya que como se puede ver en la figura [4.10| cuando la replicacion se produce en presencia
de SSB en el sustrato, la velocidad maxima sube hasta ~24nt/s a 1pN, manteniéndose también
aproximadamente constante para todo el rango de fuerzas en el cual la SSB permanece unida,
8-10pN. Ademss, el valor de V), alcanzado es similar al que tiene la poly a ~6pN cuando la
replicacién se produce en ausencia de SSB, lo cual significa que a las tensiones en las que la
SSB permanece establemente unida, desempena un rol fundamental impidiendo la formacién de
estructura secundaria en la cadena sencilla de ADN, permitiendo asi que la polimerasa alcance la
velocidad instantanea de replicacion maxima medida en nuestras condiciones experimentales. De

hecho, si ajustamos los datos experimentales a la ecuacién [4.3] asumiendo que no hay estructura
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secundaria (¢(f) ~ 1) y fijando k4. (0) al valor obtenido en los ajustes en ausencia de SSB
(~23nt/s), modelo ajusta a nuestros datos experimentales. Cabe senalar que la dependencia
de Ve con la fuerza viene exclusivamente del trabajo mecanico de convertir un nucleétido
de cadena sencilla cubierto por SSB (zgsp) a uno de cadena doble (z4pna) en cada ciclo de

incorporacién del nucleétido (§=1):

o-f- (xSSB(f) —245(f))

Vinaw (f) = Finaz(0) - € kT (4.4)

Como se indica en la figura 4.10| este modelo describe nuestros resultados experimentales,
indicando que a pesar de la alta afinidad de la SSB al ssDNA, debe existir algin mecanismo
de interaccion entre la SSB y la polimerasa para lograr la liberacién activa de la SSB de
mitocondria humana del sustrato. Con la intencién de averiguar qué mecanismo gobierna estas

interacciones, hicimos los experimentos descritos en la seccién siguiente.

4.2.3. Las interacciones entre la polimerasa y la SSB son necesarias

para la disociacién activa de la SSB

Basandonos en los resultados obtenidos en la secciéon anterior, decidimos repetir los experi-
mentos de replicacién en presencia de la SSB de mitocondria humana mutante 2,3 (mtSSBs3),
y de esta forma analizar el rol de las interacciones SSB-polimerasa en el proceso de liberacion
activa de la SSB del sustrato de ADN. La mtSSB; 3, carece de 9 residuos que corresponden
al lazo 2,3 del tetramero (S51-L58), y que se sabe que contribuyen a la estimulacién de la
actividad de la poly pero su mutacién no afecta a la afinidad de la SSB por el ADN (Oliveira
y Kaguni [2011). Para comprobar que el tetramero mutante mantiene el mecanismo de unién al
ADN, obtuvimos las CFE del sustrato ADN-mtSSB, 3, resultando en una curva practicamente
idéntica a la CFE obtenida en presencia mtSSBwr. Ambas curvas se pueden ver en la figura
[4.6)A, donde se puede comprobar que solapan para todo el rango de fuerzas estudiado.

Como se hizo con la mtSSBwr, estos experimentos se llevaron a cabo a fuerzas donde la
mtSSB, 3 permanece establemente unida (<8-10pN), pero en este caso la curva fuerza- Visg,
(mostrada en la figura varia con respecto al caso de la mtSSBwr: a fuerzas bajas (~1pN)
la Ve, tiene un valor similar a la obtenida para la mtSSBwr ( Vi,=23+2nt/s) pero segun
incrementa la tension Vg, cae un ~30% (ver figura . Estos resultados demuestran que
el lazo 2,3 es muy importante para el mecanismo de desplazamiento de la SSB del sustrato de
ADN.

Para averiguar si este efecto en V), se debe a alguna particularidad del complejo mtSSBg 3-
ssDNA, o es especifico de la eliminacion del lazo2,3, decidimos llevar a cabo los mismos experi-
mentos pero en este caso con la SSB de E.Coli. Tal y como se comento en la introduccién, esta
SSB comparte homologia estructural, de secuencia y funcional con la SSB de la mitocondria
humana (Lohman y Ferrari [1994; Raghunathan y col. 2000; Bell, Liu y Kowalczykowski 2015}
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Suksombat y col. [2015)): las dos proteinas se unen al ADN de cadena sencilla como tetrameros,
con constantes de disociacion y unién al ADN similares, y ademas responden de forma similar
a la tensién aplicada en el sustrato, tal y como se puede ver en la figura [4.6]A. Sin embargo
la SSB de E.Coli (EcoSSB) no tiene unos residuos equivalentes al lazo 2,3 caracteristico de la
SSB de mitocondria animal. En la figura |4.8|se muestran los resultados obtenidos con esta SSB,
y se puede ver que curiosamente tienen una curva de fuerza-Vj,, similar a la obtenida para
la mtSSB, 3: a bajas fuerzas (~1pN) la velocidad méxima de replicacién son 21+2nt/s, pero
decrece rapidamente seguin la fuerza aumenta hasta ~8pN.

Como se puede suponer, este comportamiento caracteristico de la mtSSBs 3 y EcoSSB indica
que cuando se introducen en el experimentos SSBs carentes del lazo 2,3, podria estar produ-
ciéndose un cambio conformacional significativo que provoca la caida de V)., a fuerzas mayores
a ~2pN, por lo que las SSB pasan a ser un obstaculo para la capacidad de replicacién de la
polimerasa~y y no una ayuda. Esto indica que las interacciones especificas entre la mtSSBwr v
la polimerasary mediadas por el lazo2,3 son necesarias para amortiguar el efecto que la tensién
pueda ejercer sobre la velocidad de replicacién méaxima. Es resumen, se puede concluir que
el lazo2,3 parece tener un rol fundamental en la liberacién activa de la SSB de mitocondria

humana del sustrato de ADN de cadena sencilla.

4.2.4. Obtencién de los cambios conformacionales y energias impli-

cadas en la liberacién activa de la SSB

Dados los resultados obtenidos en las secciones anteriores, en esta parte de la tesis se desa-
rrollé un modelo simple para explicar qué posibles cambios conformaciones inducidos con fuerza
podrian estar implicados en la interaccion polimerasa-SSB, asi como para cuantificar las po-
sibles energias de interaccién existentes entre ambas proteinas y como las tensiones aplicadas
sobre el ADN modulan la cinética de interaccién polimerasa-SSB para los tres tipos de SSB
analizados.

Este modelo se basa en la ecuacién [£.4] que explica la curva de fuerza-velocidad para la
replicacién del ADN en presencia de la mtSSBwr, pero propone que la velocidad de replica-
cién de la poly sobre el complejo ssDNA-SSB viene descrita por dos factores adicionales de

modulacién:

» 1) La probabilidad del complejo polimerasa-SSB de establecer interacciones funcionales
que favorezcan la liberacién de la SSB del ssDNA, Py, (f). Esta probabilidad se puede

escribir como:

AGInt_’_f'd

e ksl

Pri(f) = 4.
i) T (4.5)

I+e kpT
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Donde AGy,; es la diferencia en energia libre entre el estado en el que las interacciones
funcionales polimerasa-SSB favorecen la liberacién de la SSB (es decir, ambas proteinas
presentan una interaccion activa) y el estado en el que las interacciones no se han esta-
blecido. Por lo tanto AGy,; es la energia de interacciéon entre ambas proteinas. d es la
distancia entre el estado en el que ambas proteinas interaccionan y el estado de transicion
al estado de no interaccion, por lo que puede interpretarse como la magnitud del cambio
conformacional inducido por la fuerza f que produce un decaimiento en la probabilidad

de interaccién entre la polimerasa~y y la SSB.

» 2) La barrera energética necesaria para liberar n nucleotidos unidos a la SSB més cercana
a una fuerza f, nAGgsp(f). La presencia de esta barrera provocaria un decaimiento en
la velocidad de replicacién al involucrar un trabajo mecanico extra. AGgsg(f) se calculd
experimentalmente de las CFE de los complejos ssDNA-SSB que muestran en la figura

[4.6] y si tenemos en cuenta este trabajo extra, la ecuacién [£.4] se reescribe como:

6 f(rssp(f) — zaspnalf)) n-AGssp
VMam(f) :VMa:r,O'e kBT : Plnt+(1 _PInt>€ kBT

(4.6)

Con AGSSB(]C):

AGssalf) = | " (aowalf) — sss(f) df
_ { /  twonalF) df - / ’ assn(f) df]

En esta ecuacion los valores de 0, k0:(0), Zssp, Tssona, Taspna ¥ AGssp provienen de los
ajustes de la ecuacion a las curvas de replicacién sobre cadena sencilla (figura [4.6) y de

las CFE obtenidas experimentalmente. Por lo tanto la ecuacion [4.6| requiere obtener los valores

(4.7)

de AGru, n'y d de los ajustes con el modelo a las curvas fuerza- Vy,, obtenidas para las tres
condiciones de SSB estudiadas: mtSSBywr, mtSSBy 3 y EcoSSB.

Estos ajustes dieron como resultado un cambio conformacional d~2.7nm que es inducido por
fuerzas similares en los tres sistemas polimerasa-SSB estudiados. La tnica diferencia observada
estd en el valor de la energia de interaccién de cada pareja polimerasa-SSB, AGy,;. Asi, si la
replicacion ocurre en presencia de la SSB de la mitocondria humana carente de los aminoacidos
del lazo 2,3, mtSSB, 3, la energia de interaccién serd de -2.3+0.8k5 T, mientras que para la
EcoSSB es -1.0+0.4kgT. Estos valores de la energia de interaccién son relativamente bajos,
y combinados con un cambio conformacional razonablemente grande, ~2.7nm, hacen que la
probabilidad de interaccion decrezca rapidamente por debajo de 1 en cuanto la tensién crece

por encima de ~1pN. Como consecuencia de este fendmeno la interacciéon entre ambas proteinas
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se debilita, provocando la aparicién de la barrera energética impuesta por las SSB, nAGgsg(f),
reduciendo asi V), de forma concomitante. Por otra parte, los ajustes con la ecuacion a
los datos de Fuerza- V., obtenidos con la mtSSBwr dieron como resultado un AGy,;=-12kgT.
En este caso la fuerza de la interaccion es lo suficientemente grande como para contrarrestar el
efecto del cambio conformacional inducido por la tension, asegurando asi una probabilidad de
interaccién proxima a 1 (Pp,~1) durante un rango grande de fuerzas comprendido entre ~1 y
~10pN (ver figura m para ver en detalle la evolucién de la probabilidad de interacciéon con

la fuerza para las proteinas utilizadas en los experimentos).

A) B) 04 -mtSSBuwr -mtSSB.s -ECoSSB

257
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Tension (pN)
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nm- nt”’ Tension (pN)

Figura 4.11: Obtencién del coste energético de quitar un nicleotido unido a una SSB. A) La energia se calcula
como el drea encerrada entre las CFE del ssDNA y de la SSB. B) Energias calculadas para las tres SSB empleadas
en funcién de la fuerza. Figura obtenida de la referencia de Cerrén y col. 2019]

Por otra parte, los valores de n obtenidos fueron n ~2 y n ~5 para la mtSSB y la EcoSSB,
respectivamente, mientras que los valores de AGggp(0) obtenidos a f=0 de forma experimental
fueron ~0.3kgT para la SSB de la mitocondria humana y ~0.18kgT para la SSB de E.Coli.
Estos valores varian en funcion de la fuerza a la que se sujeta el sustrato ADN-SSB, ya que
como se puede ver en la figura[4.12] dependiendo de la tensién que se ejerce sobre el sistema la

poly tendra que llevar a cabo mayor o menor trabajo para retirar la SSB del ssADN.

4.2.5. Efecto de SSB homodloga y no homodloga en la actividad de la

polimerasa de T7

Uno de los objetivos de esta tesis es entender cual es el mecanismo de interaccién entre
las SSB y la polimerasa y analizar si este mecanismo es generalizable a otros tipos de sistemas
replicativos. Para ello decidimos medir el efecto que tiene la presencia de SSB homélogas (gp2.5)
y no homdélogas(mtSSBwr v EcoSSB) sobre la Vi, de la polimerasa del bacteriéfago T7
(T7TDNAp) cuando se ejerce tensiéon sobre el sistema. Ademds, tal y como se puede ver en la
figura[d.6] la CFE de la T7SSB presenta una forma distinta a las otras SSB, ya que al tratarse de
un dimero tiene diferencias considerables en la estructura y forma de unién al ADN (Hernandez
y Richardson [2018; Hollis y col. 2001)).
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Figura 4.12: Evoluciéon de la probabilidad de interaccién de las tres proteinas con la tension aplicada en el
sustrato. Figura modificada de Cerrén y col. 2019

El primer paso consistié en analizar la cinética de replicacién de la TTDNAp en las mismas
condiciones que en los experimentos de la poly. Tal y como se ha demostrado en otros estudios
(Maier, Bensimon y Croquette 2000; Wuite y col. [2000; Hoekstra y col. 2011), la velocidad

de replicacién y la velocidad instantanea sin pausas (V) son dependendiente de la tensién
aplicada en el ADN.
Como en el caso de la poly, entre 1 y 6pN Visegia aumenta con la fuerza, mientras que por

encima de 6pN la velocidad de replicacién desciende con la tension (ver figura [4.13)).

T7: -ssDNA -mtSSBwr -EcoSSB -gp2.5

A) B) T7: -ssDNA -mtSSBwr -ECoSSB -gp2.5
80 1500 ' '
§ 1300
. 60 f | 1 3 vy
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g + 15’ 900 | *
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Figura 4.13: Resultados obtenidos para los experimentos de replicacién de la TTDNAp. A) Velocidad media. B)
Procesividad. Imagen originaria de Cerrén y col. 2019

Por otra parte, el analisis de la velocidad instantanea de replicacion dio un resultado similar.
La fuerza produce un aumento en V), hasta unos ~6pN, y partir de este valor la tensién

tiene un efecto inhibitorio sobre la velocidad méaxima de replicaciéon. Como se puede ver en
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la figura [4.14] y al igual que pasaba con la poly, toda la curva de Fuerza- V), se puede
explicar con el modelo propuesto en la seccién [{.2.1] ecuacién [.3] que considera el efecto
combinado de la tension y la estructura secundaria en la velocidad de replicacion, Viys,,. Los
ajustes que se muestran en la figura dieron como resultado un ke, (0)=90+6nt/s y un
AG.ss =2.6£0.5kpT para 0=1.

También analizamos actividades de replicacion de la T7TDNAp sobre sustratos de ADN
cubiertos por la SSB gp2.5, la mtSSBwr v la EcoSSB en las mismas condiciones que los ex-
perimentos anteriores y en un rango de fuerzas comprendido entre ~1 y ~8pN. En la figura
se muestran los resultados de estos nuevos experimentos, donde se ve que en presencia
de su SSB homdloga, la gp2.5, la TTDNAp replica con una Vy,~90nt/s a fuerzas por debajo
de ~8pN. Esta velocidad coincide con la velocidad maxima de replicacion alcanzada por esta
enzima cuando no hay SSB presente en el ssDNA y las fuerzas aplicadas son lo suficientemente
altas como para deshacer la estructura secundaria (~6pN). Ademads estos datos se explican
bien con nuestro modelo propuesto en la ecuacién [4.6| cuando Pr,; ~ 1, lo que significaria que
ambas proteinas establecen interacciones funcionales entre ellas. Esto significaria que el efecto
que la gp2.5 produce sobre la velocidad maxima de replicacion de la TTDNAp es similar al que

produce la mtSSBwr sobre la Vy,, de la poly.

A) 120 T7: -ssDNA B) T7: -ssDN’A —mtSSB\NT'-ECOSSB —ng.S
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Figura 4.14: Ajuste de los modelos a los resultados experimentales. A) Vj,, en ausencia de SSB. B) Ajustes a
los datos en presencia de la mtSSBwr y EcoSSB. Figura modificada de la referencia de Cerrén y col. |2019.

Sin embargo, cuando la replicacion se produce en presencia de proteinas no homdlogas
(mtSSBwr y EcoSSB), la TTDNAp no es capaz de alcanzar su velocidad maxima de replicacion,
sino que la V4, coincide con la medida en ausencia de SSB (~45nt/s). Este comportamiento se
puede explicar con el modelo de la ecuacion |4.6|asumiendo una probabilidad de interacciéon igual
a cero (Pp,;=0). Es decir, en presencia de SSB no homélogas deshacer la estructura secundaria
no estimula la TTDNAp, sino que ademads estas proteinas realentizan la polimerasa ya que tiene

que llevar a cabo un trabajo extra para superar la barrera energética impuesta por nAGgssp(f).
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Para estos experimentos n vuelve a tener valores similares a los obtenidos para la poly, ya que
n~3 y n~5 son los valores que explican nuestros resultados experimentales. Estos resultados
implican que la ausencia de interacciones funcionales relevantes para el desplazamiento de la
SSB hace que estas dos proteinas tetraméricas sean una barrera para el avance de la TTDNAp.
Esto significa que la estimulacion que estas dos proteinas ejercen sobre la TTDNAp observada
en algunos estudios in vitro (Myers y Romano [1988; Nakai y Richardson [1988) debe deberse a

otros factores distintos a la estimulacién de la velocidad maxima de replicacion.
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CAPITULO 5. DISCUSION

5.1. Union de la SSB al sustrato

Para entender el sistema de replicacion del ADN mitocondrial humano, es necesario com-
prender el funcionamiento de las proteinas implicadas en el proceso, por ello durante el desarro-
llo de esta tesis, se utilizaron modelos tedricos y datos experimentales obtenidos con las pinzas
Opticas para obtener los distintos modos de unién de la SSB al sustrato de cadena sencilla de
ADN]] Estos experimentos permitieron averiguar cémo se une la SSB de mitocondria humana
a un sustrato de ADN de cadena desnuda formado antes de la unién, y generado de forma
paralela a la unién del tetrdmero, asi como obtener las energias implicadas en el proceso y la
respuesta del complejo SSB-ssDNA a tensiones externas (Morin y col. 2017). Nuestros datos
demuestran que la SSB de la mitocondria humana se une al sustrato en dos modos de unién
estadisticamente diferentes: uno alto (~60nt) y otro bajo(~30nt), y ademés, estos resultados se
repiten para todos los valores de Leygs estudiados (5nm< L., 4,<8nm). En promedio el modo bajo
une un ~30 % menos nucle6tidos por tetramero que el modo alto para todas las condiciones
experimentales estudiadas (Morin y col. 2017).

Ademas, los modos de unién descubiertos se unen de formas similares a los descubiertos para
la SSB de E.Coli, ya que el modo bajo para ambas enzimas prevalece a concentraciones bajas
de sal (10mM NaCl) y alta concentracién de proteina, tal y como se describié para el modo 35
de la SSB de E.Coli (Lohman y Ferrari 1994; Shereda y col. 2008). Ademés, para Lg,ss=5nm
los valores obtenidos para los modos de unién de la SSB de mitocondria humana (~31 y ~53
nt/tetramero) son andlogos a los encontrados para la EcoSSB (35 y 56 nt/tetrdmero). También
es importante senalar que uno de los efectos de la tensién es desplazar el ADN a los extremos
del tetramero (Suksombat y col. 2015; Maffeo y Aksimentiev [2017)) por lo que cabria esperar
que el nimero de nucledtidos unidos por cada tetramero sea ligeramente mayor al obtenido en
nuestro sistema experimental.

Por otra parte, otro de los resultados obtenidos indica que cuando la uniéon al ADN se
realiza en el modo bajo de union, se cubre un ~90 % del sustrato, mientras que en el modo
alto la cobertura es aproximadamente un 20 % menor. Este comportamiento se ha podido ver
anteriormente en experimentos de Microscopia de Electronica de Transmisién o Microscopia
de Fuerzas Atdémicas, donde los complejos SSB-ADN muestran un comportamiento similar
para la EcoSSB (Griffith, Harris y Register [1984; Chrysogelos y Griffith 1982; Hamon y col.
2007): el modo 35 produce unos complejos proteina-ADN con un contorno suave cubriendo
de forma homogénea todo el sustrato, mientras que en el modo 65 la SSB aparece distribuida
por el sustrato en grupos, dejando huecos de la molécula de ADN de cadena sencilla libres de
tetramero.

Ademas, durante el desarrollo de la tesis se ha descubierto que si la unién de la SSB y la
apertura de la cadena doble por la pol$29 ocurren al mismo tiempo (por lo tanto la cadena

sencilla se genera de forma progresiva) y en condiciones iénicas similares a las fisiol6gicas (esto

!Como se ha comentado, esta parte de la tesis supuso la continuacién al proyecto iniciado por José Antonio
Morin (Morin y col. 2017).
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es, en presencia de MgCly), el modo de unién predominante es el modo bajo. Esto puede deberse
a que la generacién gradual de ADN limita la cantidad de sustrato disponible para la unién
de SSB, lo que produce un incremento de la concentracion efectiva de SSB por fragmento
de ADN disponible, favoreciendo asi la uniéon en el modo bajo. Sin embargo, los resultados
obtenidos demuestran que si la unién se produce a un ADN de cadena sencilla ya preformado,
por debajo de 50nM predominaria el modo alto de unién y dado que la concentraciéon de SSB
en la célula oscila entre 19nM y 762um in vivo dependiendo del tipo celular y condiciones
fisiolégicas (Fusté y col. [2014; Takamatsu y col. [2002; Wang y Bogenhagen 2006), este modo
podria llegar a darse in vivo. Sin embargo, dado que la replicaciéon del ADN mitocondrial ocurre
a unos ~10nt/s (Clayton 1982)) que es una velocidad comparable a la que se da en nuestros
experimentos (~30nt/s), podriamos esperar que el modo més relevante en la célula sea el modo
bajo de unién, ya que nuestros experimentos reproducen las condiciones que se esperarian in
VIV0.

Estos resultados sugieren que la SSB se une al ADN de una forma especifica con la funcion
de organizar la cadena y generar un sustrato adecuado para la replicacién. Ademas, su baja
energia de unién al ADN por nucledtido podria favorecer la liberacién progresiva de la SSB por
parte de la polimerasa, tal y como se ha visto en la seccion de resultados y como se discutira

en la siguiente seccién.

5.2. El rol de la SSB en la replicacién sobre cadena sen-

cilla

Los resultados anteriores demuestran que el modo de union es clave para favorecer la organi-
zacién del ADN. Las SSB proporcionan un sustrato adecuado para que las polimerasas puedan
procesar los fragmentos de cadena sencilla de ADN que se generan durante la replicacién (como
los fragmentos de Okazaki), pero hasta la fecha el mecanismo por el cual las polimerasas son
capaces de liberar las SSB a pesar de su alta capacidad de uniéon al ADN permanece desconoci-
do. De hecho, debido a su afinidad por el ADN, la densidad de SSB que permanecen unidas al
ADN restringe su capacidad de difusién a lo largo del sustrato. De hecho en los intermediarios
generados en la replicacion no hay extremos libres de cadena doble, por lo que las SSB no
pueden expulsarse a través de un final de ADN de cadena sencilla tal y como se ha propuesto
en estudios anteriores (Sokoloski y col. 2016). Debido a esto deberfa existir algiin mecanismo
de liberaciéon activa de forma que la SSB pueda ser disociada por las polimerasas a lo largo de
todo el sustrato.

Para tratar de entender dicho procedimiento, hemos medido el efecto que tiene la tensiéon
mecanica y la SSB en la Vj,, de dos polimerasas distintas, la poly y la TTDNAp.

Primero analizamos las CFE presentadas en la figura [4.6/en la que se muestran en unidades
de extensién por nucledtido frente a la tension. En estas condiciones las SSB tetraméricas se

unen en el modo bajo de unién (en torno a ~30nt), que es el modo que se ha propuesto como
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el biol6gicamente relevante en esta tesis (publicado en Morin y col. (2017)). Después hemos
mostrado los resultados de la dependencia de la velocidad méxima de replicacién de la poly y
la TTDNAp con la tension aplicada en el sustrato. Estos resultados demuestran que el efecto
de la tension sobre V., se puede explicar con un modelo en el que la velocidad instantanea de
replicacion esta modulada por el trabajo mecénico de convertir un nucleétido de cadena sencilla
a uno de cadena doble mas el coste energético de deshacer la estructura secundaria caracteristica
del ADN de cadena sencilla a fuerzas bajas, cuya expresién matematica viene descrita por la
ecuacién de la seccién [£.2.1]. Vi, aumenta con la fuerza hasta ~6pN, donde se encuentra el
pico de velocidad y donde la tensién aplicada desestabiliza todas las posibles configuraciones que
caracterizan la fase condensada del ADN de cadena sencilla, en favor a un sustrato estirado. Por
encima de ~6pN, cuando ya no hay estructura secundaria, la velocidad de replicacién disminuye
con la fuerza debida a que el trabajo de convertir un nucleétido de cadena sencilla a uno de
cadena doble es cada vez mayor al hacerse en contra de la tension (ya que el dsDNA es més
corto que el ssDNA, lo que implica que la enzima debe ejercer una fuerza extra para acortar
la cadena y acomodar el nucledtido en el nicleo catalitico). Los resultados del ajuste indican
que la barrera energética para el avance de las enzimas es distinta en ambas polimerasas, ya
que AG.p=2.6kpT vy AGers=1.4kgT parala TTDNAp y la poly, respectivamente; esto sugiere
que la poly es capaz de lidiar mejor con la entropia caracteristica del ADN de cadena sencilla
a fuerzas bajas. En otros estudios se han propuesto modelos similares para explicar la curva
Fuerza- Vg, (Wuite y col. 2000; Maier, Bensimon y Croquette 2000; Manosas y col. 2012}
Goel, Astumian y Herschbach 2003; Andricioaei y col. 2004; Nong, DeVience y Herschbach
2012) basados en suposiciones con respecto al paso limitante en el ciclo de incorporacién del
nucledtido o a la organizacién del ADN por parte de la polimerasa para lograr insertar el
nucleétido en su posicién; sin embargo, nuestro modelo se basa en medidas experimentales por
lo que no requiere suposiciones adicionales, y ademas ajusta a todo el rango de fuerzas de la
curva con un tamano de paso cinétido =1, que es lo esperable para dicho parametro como se
ha demostrado en estudios anteriores (Berman y col. [2007; Li, Korolev y Waksman 1998; Morin
y col. 2015; Pandey y Patel 2014)).

Por otra parte, para el caso de la poly no fuimos capaces de detectar actividad exonucleasa a
fuerzas inferiores a ~60pN, mientras que para la TTDNAp detectamos actividades de correccién
de errores a fuerzas mayores que ~30pN con velocidades de ~200nt /s (en la figura ?? se pueden
ver algunos ejemplos de trazas tipicas). Estos datos son coherentes con estudios anteriores
(Wuite y col. 2000; Hoekstra y col. 2011)) donde se ha observado que la velocidad de reparacién
de errores de la poly es unas 100 veces mas lenta que la velocidad de la TTDNAp (Johnson
y Johnson [2001a), lo que podria estar evitando la deteccién de dichas actividades en nuestras
pinzas Opticas, ya que ocurren a una velocidad comparable a las fluctuaciones térmicas del
sistema. Ademas, la poly tiene una probabilidad muy pequena de introducir un nucleétido
incorrecto (%, segun Johnson y Johnson (2001a)) y Lee y Johnson (2006) y Johnson y Johnson

(2001b)), lo que implicaria que comete un error cada ~2.10°% nucleétidos incorporados. Esto
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significa que los eventos de correccidon de errores estarian detectados como eventos de pausa, lo

que hace que puedan no ser detectables individualmente en nuestras condiciones experimentales.

Como se ha podido ver en las figuras

T7: -43pN -40pN y[A.14]1a presencia de las SSB homdlogas tiene

1200 | | | un efecto importante en la V., de ambas po-

» 1000 limerasas y cémo varia con la tensién aplicada
§ 800/ en el sustrato. En el rango de fuerzas en el que
= ambos tetrameros permanecen unidos al ADN
g 600 | (j~8pN) ambas enzimas se mueven a su velo-
% 400 cidad maxima y practicamente independiente
S de la tension. Sin embargo, la presencia de
Z 200t SSB no homdlogas o mutantes hace que apa-
0 rezca una barrera energética (n - AGgsp(f))

que disminuye la velocidad maxima en am-

Tiempo (s)

bas polimerasas a fuerzas superiores a ~1pN.
Figura 5.1: Actividad exonucleasa de la T7DNAp Fgta barrera energética implica que tanto la
(~200nt/5). poly como la TTDNAp tienen que liberar en-

tre n~2-3 y 5 nt de la mtSSB y la EcoSSB,
respectivamente, para poder llevar a cabo el ciclo de incorporacion del nucledtido. Sin embargo
la magnitud de la barrera energética que tienen que sobrepasar es muy similar (~1kgT) ya que
el coste energético de liberar un nucleétido de la mtSSB es unos ~0.3kg T, mientras que para

la EcoSSB es de unos ~0.18kgT.

Segin nuestro modelo, para superar esta barrera energética debe existir una interaccion
funcional entre ambas proteinas (SSB y polimerasa) de forma que el coste energético de liberar
los nucleétidos de la SSB no produzca una reduccién de la velocidad instantanea de replicacién.
El modelo explica la interaccién entre ambas proteinas con el pardmetro Py (f), descrito en
la ecuacion 4.5], en el que la existencia o no de dichas interacciones funcionales depende de la
energia de interaccién entre ambas proteinas (AG,;) y el cambio conformacional que produce
la fuerza en el complejo SSB-polimerasa, d. Este cambio conformacional explica la caida de
Vaz con la tension en los casos en los que la poly replica el ADN en presencia de la mtSSBs 5
y la EcoSSB. Ademas, dicha caida se puede explicar con un cambio conformacional de ~2.7nm,
tanto para en la curva de Fuerza- Vj,, de la mtSSB; 3, como en el caso de la EcoSSB. El hecho
de que la tensién genere un cambio conformacional de la misma magnitud en ambos sistemas
(poly-mtSSBy 3 y poly-EcoSSB) refleja la similitud existente en las propiedades de unién al
ADN de ambas proteinas tetraméricas y ademas demuestra que dicho cambio conformacional
afecta principalmente al complejo SSB-polimerasa, ya que en caso contrario habria aparecido
un efecto medible en los experimentos de replicacion en ausencia de SSB. De hecho en algunos
estudios como los de Suksombat y col. (2015) o Maffeo y Aksimentiev (2017) se demuestra,

mediante el uso de PO y dindmica molecular, que estirar un complejo ssDNA-SSB por debajo
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de ~8pN alinea la SSB en la direccién de la tensién a la vez que se produce la liberacién de
algunos nucleétidos de los extremos de la SSB. Estos cambios en distancia observados debido
al alineamiento y liberacién de los nucledtidos son de una distancia similar al cambio confor-
macional obtenido en este estudio, por lo que podrian ser los causantes de la pérdida de la
interaccion entre la polimerasa y la SSB. Si consideramos la liberacién de unos ~3nt de cada
extremo de la SSB [(3nt*0.34nm /nt)*2~2nm], y la orientacién del eje més largo de la SSB en la
direccién de la fuerza, podria dar lugar a un cambio en distancia de unos ~3nm, que es similar
al cambio conformacional observado en este trabajo. Es importante destacar que el valor de d
obtenido no significa que haya una separacién fisica entre ambas proteinas de ~2.7nm, sino que
el cambio conformacional implica una reorganizacién del complejo SSB-polimerasa que produce
la disminucién en la velocidad instantanea de replicacion, debido a la aparicién de una barrera
energética extra para la poly. También conviene destacar que el cambio conformacional indu-
cido por la tensién no provoca la aparicion directa de una barrera energética para la poly, sino
que afecta a la probabilidad que tienen ambas proteinas de establecer interacciones funcionales,
relevantes para permitir la liberacién activa de las SSB por parte de la polimerasa en el proceso

de replicacion.

Sin embargo el parametro que genera las diferencias entre las curvas de Fuerza- Vs, co-
rrespondiente a cada SSB estudiada es la energia de interaccion, AGy,;. Cuando la replicacién
ocurre en presencia de la mtSSBy, y el sistema polimerasa-SSB forma un sistema homdlogo,
la energia de interaccion entre ambas proteinas asciende a ~12kgT, lo que asegura una pro-
babilidad de interaccién alta (Pp,; ~1, ver figura para todo el rango de fuerzas en las
que la SSB permanece establemente unida (< 10pN). Esto significa que el estado méas probable
que se puede encontrar en el complejo mtSSByr-poly es un estado en el que ambas proteinas
interaccionan de forma funcional, y la polimerasa es capaz de conseguir una liberacién activa de
la SSB. En el diagrama de la figura [5.2] se explica graficamente cémo afecta la fuerza al balance
energético entre los estados de interaccién (indicado como A en la imagen) y no-interaccién
(indicado como B en la imagen) del complejo SSB-polimerasa, asi como cual es el estado mas
probable que cabria esperar tras aplicar tensién en el sistema. El diagrama representa tres de
los casos estudiados en esta tesis: mtSSBywr-poly (con un salto energético entre los estados A
y B agrande), mtSSBs 3-poly (un salto energético pequeno), mtSSBwr-T7DNAp (no hay salto

energético como tal, sino que dicho sistema favorece la no interaccién).

Para comprobar si esta teoria se puede extrapolar a otros sistemas biolégicos, repetimos
los experimentos conla TTDNAp y la gp2.5 (la SSB de la TTDNAp), dando como resultado un
P~1 para el rango de fuerzas estudiado. Aparte de demostrar que el complejo polimerasa-SSB
debe pertenecer al mismo sistema biolégico para lograr una liberacién activa de la SSB, estos
resultados indican que debe existir una energia de interaccion amplia entre ambas proteinas
que permite a la TTDNAp replicar a su velocidad maxima a lo largo de un ADN de cadena
sencilla cubierto por la SSB de la T7 (gp2.5).

Sin embargo, si se estudian sistemas no homolégos la tensiéon modula de distinta forma
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AGInt
AGInt'f'd

Figura 5.2: Interpretacién del modelo. Izquierda: diagramas energéticos que conectan el estado de interaccion
(A) y el estado de no-interaccién (B) del complejo polimerasa-SSB con la coordenada de la reaccién, en este
caso el cambio conformacional inducido por la tensién, d. Las lineas sélida y punteada representan los diagramas
energéticos antes y después de aplicar la fuerza, respectivamente. Derecha: representacion grafica del estado de
organizacién mas probable del complejo SSB-polimerasa. Los distintos colores representan las combinaciones
SSB-polimerasa empleadas: mtSSBywr-poly en rojo (arriba), mtSSBs 3-poly en verde (centro) y representando
mtSSBwr-T7DNAp en rosa (abajo). Los puntos amarillos representan el lazo2,3 de la mtSSB. La magnitud
de Pin:(f) se representa graficamente con el tamano del circulo verde. Esta imagen se puede encontrar en la

referencia de Cerrén y col. 2019

la Vi En estas condiciones la probabilidad de interaccién es significativa a bajas fuerzas,

pero los valores de AGyp, son de 6 a 12 veces mas bajos (~-2kpT para la mtSSBs3 y ~-1
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para la EcoSSB). Por esto el cambio conformacional hace que Pp,, decrezca rédpidamente con
la fuerza, al ser la probabilidad de interaccion maés sensible a factores externos como la tensién
aplicada sobre el ADN. Este decrecimiento provoca que la velocidad instantanea de replicacién

disminuya debido a la aparicién de la barrera energética impuesta por la presencia de la SSB,
n- AGSS B(f)

Por otra parte, si se analiza la TTDNAp con SSB completamente distintas a su SSB homolo-
ga, como son la mtSSBwr o la EcoSSB, las energias de interaccion estan completamente desfa-
vorecidas, lo que implica que la probabilidad de interaccién es practicamente nula para todas
las fuerzas (P, ~0). Este hecho significa que una SSB tetramérica constituye una barrera al
avance de la T7TDNAp, disminuyendo su V. incluso a las fuerzas mas bajas (ver la figura

[M.14] aunque organice el ADN mientras deshace la estructura secundaria.

En base a estos resultados podemos afirmar que la SSB estimula la velocidad méxima de la
polimerasa mientras replica la cadena retrasa de forma indirecta: mediante la eliminacién de la
estructura secundaria del ADN de cadena sencilla. Sin embargo, para que este proceso ocurra
debe existir una energia de interaccién entre ambas proteinas que permita a la polimerasa liberar
de forma activa la SSB del sustrato de ADN. No obstante nuestros experimentos no revelan
la naturaleza de las interacciones entre estas proteinas, y aunque en estudios anteriores se ha
reportado que la mtSSB es capaz de interaccionar con proteinas involucradas en la reparacién
y replicacién celular (Wong y col. 2008; Sharma y col. 2018), no hay evidencia de la existencia
de interacciones fisicas entre la poly y la mtSSB. Por otra parte, es sabido que la TTDNAp es
capaz de tener una interaccion fisica con el C-terminal de la gp2.5 (homdloga) y la EcoSSB (no
homologa) (Hernandez y Richardson 2018; Ghosh, Hamdan y Richardson 2010)), pero nuestros
resultados afirman que esta interaccion es insuficiente para producir un desplazamiento activo de
la EcoSSB, ya que en presencia del tetramero la polimerasa es incapaz de alcanzar su velocidad
méxima. Esto quiere decir que debe existir algiin tipo de interaccién extra (no puramente fisica)
que regule la comunicacién entre parejas polimerasa-SSB homologas, y que ademas es necesaria

para llevar a cabo la replicacién de la cadena retrasada.

Con estos resultados, y teniendo en cuenta estudios como el de Ghosh, Hamdan y Richard-
son (2010)), nosotros proponemos un mecanismo de interaccién en el que la liberacién activa de
la SSB se produce gracias a repulsiones electrostaticas. Para el caso concreto del sistema mito-
condrial humano, esta repulsién puede venir del lazo 2,3 que esta localizado en la superficie de
cada uno de los monémeros que componen el tetramero (en concreto de unos residuos cargados
negativamente: S51, S54, Y57, D53, 55E v Q58), y de la subunidad catalitica de la poly cuyo
punto isoeléctrico a pH 8.5 es 6.15, lo que podria estar generando una repulsion electrostéatica
mutua. Ademads, cabe la posibilidad de que otros residuos estén jugando un papel menor en la
interaccién, ya que a fuerzas bajas (~1pN) la poly conserva la habilidad de desplazar activa-
mente el tetrdmero en aquellos casos en los que se usaron tanto la mtSSB, 3 como la EcoSSB.
Sin embargo, estos residuos no garantizarian una interaccién lo suficientemente robusta como

para lograr superar la barrera energética de liberar la SSB bajo condiciones de estrés, donde la
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probabilidad de interaccién disminuye rapidamente.

Basandonos en estos resultados y de las similitudes encontradas entre los sistemas del bac-
teriofago T7 y la poly, podriamos especular que otros sistemas eucariotas y procariotas podrian
estar utilizando mecanismos de interaccion similares para lograr el desplazamiento activo de la

SSB por parte de las polimerasas durante el proceso de replicaciéon de la cadena retrasada.
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» 1) Hemos empleado el sistema de las pinzas dpticas para determinar las propiedades
elasticas de polimeros de cadena sencilla de ADN organizados por las SSB de mitocondria
humana. Estas propiedades nos han permitido obtener dos modos predominantes de uniéon
de la mtSSB al ADN de cadena sencilla: el modo alto, que une entre 50 y 80 nucledtidos,

y el modo bajo, que organiza un ~30 % menos que el modo alto.

» 2) Hemos determinado el modo de unién de la SSB de mitocondria humana relevante
durante el proceso de replicacion in vitro. Este modo ha resultado ser el modo bajo de

union, que organiza ~30-50 nucledtidos en nuestras condiciones experimentales.

» 3) Hemos recreado la replicacién de la cadena retrasada del sistema mitocondrial humano
en experimentos in vitro, lo que nos ha permitido explorar la cinética instantanea de
replicacion de la polimerasay. Hemos modificado un modelo fisico-matematico ya existente
y le hemos anadido la contribuciéon de la estructura secundaria del ADN para explicar
la curva de fuerza-velocidad de la polimerasay cuando replica un ADN desnudo. Este
mismo modelo ha podido explicar la curva para otro sistema como es el de la polimerasa
del bacteriéfago T7. En ambos casos se ha conseguido explicar dicha curva considerando
un numero de nucleétidos incorporados por cada ciclo de reaccion igual a 1, algo hasta

ahora inédito.

» 4) Nuestros resultados indican que la presencia de la SSB de mitocondria humana en la
cadena retrasada permite a la polimerasay alcanzar su velocidad de replicaciéon maxima,
ya que no tiene que invertir energia en deshacer la estructura secundaria. Ademas, hemos
podido comprobar que este comportamiento se repite para otros sistemas SSB-polimerasa
como es el caso de la polimerasa de bacteriéfago T7, donde se repite el mismo efecto pese

a tener una SSB estructuralmente distinta.

» 5) Hemos demostrado que si bien la mtSSB deshace la estructura secundaria del ADN,
se requiere una energia de interaccion de unos ~12kg T entre ésta y la polimerasa~y para
poder llevar a cabo la liberacién activa de la mtSSB. Si dicha interaccién no existe,
la mtSSB pasa de ser una ayuda, a ser un impedimento, ya que liberar la mtSSB se
convierte en un trabajo energético extra que la polimerasa debe llevar a cabo en cada

ciclo de incorporacién de un nucledtido.

» 6) La interaccion entre la polimerasa y la SSB que permite la liberacién activa de la SSB es
es especifica de cada sistema polimerasa-SSB, ya que si se trata de sistemas no-homélogos
la SSB es un impedimento para la replicacién al no existir una interaccién entre ambas

enzimas.

= 7) Esta tesis sienta las bases para futuros proyectos como son el estudio de la replicacién
de la cadena lider del sistema mitocondrial humano, en la que ademas de la polimerasa y

la SSB, interviene también la helicasa. Ademés hemos aportado herramientas ttiles en el
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campo como son un nuevo algoritmo para obtener la velocidad maxima de replicaciéon, que
ha resultado ser muy 1til para este tipo de experimentos en los que el ruido experimental

puede dificultar el calculo de Vjq,.
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A. ANEXOS

A.1. Dependencia de la estructura secundaria del ADN

de cadena sencilla con la fuerza

1.1

e
e .
2

0 5 10 15
Tension (pN)

Figura A.1: Dependencia de la proporcién de nucleétidos desapareados con la fuerza.

En la figura se muestra cémo depende la fraccién de nucledtidos que no forman estruc-
tura secundaria con la fuerza. ¢(f) representa la proporcién de nucledtidos desapareados, y fue
calculado con la férmula utilizada en la referencia de Bosco, Camunas-Soler y Ritort (2014]).
Se utilizé el modelo WLC' para estimar la longitud de contorno efectiva, L/, como funcién
de la tension. Primero se hizo un ajuste del modelo WLC' a la curva experimental de Fuerza-
Extensién del ADN de cadena sencilla en el rango de fuerzas entre 10 y 30 pN, donde no se
espera que haya estructura secundaria, y por lo tanto todos los nucleétidos estén desapareados
(esto es, ¢(f)=1). En los ajustes a esa regién se obtuvieron los valores de la longitud de persis-
tencia y longitud de contorno sin estructura secundaria, L°73% y L0730 respectivamente. As,
manteniendo el valor de la longitud de persistencia y dejando el valor de L. como variable fija,
se determiné el valor de la longitud de contorno para cada fuerza, L/ ( f), mediante los ajustes
del modelo WLC' a la CFE experimental para cadena sencilla. Finalmente, para cada valor de

f, la proporcion de nucleétidos desapareados viene dada por:

[eff
o) = o) (A1)
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A.2. Validacion del método de obtencién de V..

Descripcién del método.

Hasta ahora, los métodos tradicionales de identificacion de la velocidad en ausencia de pausas
( Vaz) se han basado en el estudio de los histogramas de velocidad obtenidos en las actividades
de replicacién, es decir, en obtener la distribucion de probabilidades de velocidad de dichas
actividades. Estos histogramas suelen mostrar una distribuciéon bimodal de velocidades en la
que una gaussiana corresponde al estado de movimiento (centrado en un valor mayor que cero)
y otra al estado de pausa (centrada en cero). No obstante, este método de las distribuciones es
util para identificar V., cuando los estados de pausa y velocidad son suficientemente distintos,
o lo que es lo mismo, estan caracterizados por velocidades altas de replicacion y pausas bien
definidas, como es el caso de los resultados obtenidos en las referencias Ibarra y col. (2009),
Manosas y col. (2012) y Morin y col. (2012). En la figura se muestran ejemplos de
actividades de replicacion de ¢29 que tienen lugar a una velocidad media de ~50nt/s, asi como
de la distribucién de probabilidad obtenidas con el método de las distribuciones (A.2/A, panel
central) en la que se ven claramente dos méximos centrados en velocidad 0 (correspondiente al
estado de pausa) y otra en una velocidad en torno a ~80nt/s, que se corresponde con el estado
de movimiento. Sin embargo, si el mismo método se aplica a polimerasas mas lentas como es
el caso de la poly estudiada en esta tesis, cuya velocidad de replicacién es unas 10 veces menor
a la de la ¢29, las fluctuaciones térmicas dificultan la identificacion de las dos gaussianas, tal y
como se puede ver en el panel derecho de la figura[A.2A. Este hecho nos obligé a desarrollar un
nuevo método de identificacion de la velocidad maxima de replicacion para aquellos casos de
polimerasas lentas como la poly. Este método se basa en el célculo de la velocidad instantanea
de replicacién V), haciendo un ajuste lineal al niimero de nucleétidos replicados por unidad de
tiempo pero con un tamano variable de ventana temporal (7) sobre la que hacer el ajuste. En
la figura (panel izquierdo) se muestra un ejemplo del calculo de la velocidad instantanea
de replicacion de una actividad de poly con un tamano de ventana de 1 segundo. En esta
grafica se puede comprobar que en una actividad de replicacion estandar habra regiones donde
la enzima esté pausada, y por lo tanto la velocidad instantédnea oscila en torno a Ont/s, y
regiones donde estara en un estado de movimiento, y la velocidad instantanea serd mayor que
Ont/s. Asi, por cada actividad, y para asegurarnos de no tomar las fluctuaciones térmicas como
estados de movimiento de la enzima, para cada 7 se hace una seleccién de aquellos maximos que
sobresaliesen por encima del resto un valor determinado, P. Es decir, el valor de P representa
la prominencia del pico por encima del resto, y como se vera a continuacién, puede utilizarse
para calcular Vjs,,. En la figura [A.2B, panel izquierdo, se muestra un ejemplo de la seleccién
para un P=9nt/s (puntos azules claro). Una vez seleccionados estos valores se promedian y se
almacenan en una nueva variable, Visegia pico(T). Si dibujamos los valores de Vijedia, pico(T) para

distintos valores de P se puede ver que valores comprendidos entre 6 y 10nt/s presentan tres
regiones diferentes (figura |A.2]B panel derecho):
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1) Si 7 es menor que 0.5-18, Visedia pico(T) tiene una fuerte dependencia con el tamano de
ventana utilizado para el cédlculo, ya que a esas escalas temporales, los cambios en distancia
se corresponden con los que provocan las fluctuaciones térmicas, y por lo tanto las velocidades
a las que ocurren son muy elevadas. Esto quiere decir que para estos rangos de 7 estamos
obteniendo la velocidad instantanea de las fluctuaciones térmicas y el ruido experimental. Si

aumenta el valor de 7, el ruido térmico se promedia, dando lugar a la siguiente regién.

2) En tamanos de ventana intermedios (1-5s) el valor de Vijegiq, pico(T) €s independiente del
7 empleado (véase la figura , el panel derecho). En esta region el valor de Viegia, pico(T)
no contiene ni las fluctuaciones térmicas, ni tampoco se promedian las pausas como ocurre con
tamanos de ventana mas grandes (ver el punto 3)). Esto implica que el valor de Visegia, pico(T)
en esta region es una aproximacién acertada del valor de V.. Ademds esta regién esta en

general bien definida para todas las trazas experimentales.

3) Para valores del tamafio de ventana mayores que ~5 segundos, inevitablemente se incluyen
las pausas en los ajustes lineales al nimero de nucledtidos replicados en funcién del tiempo, por

lo que Viedia, pico(T) tiende al valor de la velocidad de replicacién media, tal y como se muestra

en la figura [A.2B, en el panel derecho.

Teniendo esto en cuenta, un valor de P variable entre 6 y 10 nt/s fue el valor necesario para
identificar V4, en nuestros caso, variando en funcion de las condiciones experimentales de cada
actividad en particular. No obstante, para el ~80 % de nuestros datos un valor de P=9nt /s fue
el adecuado para determinar V. Si P<6nt/s estaremos incluyendo ruido experimental en el
calculo, lo que hara dificil diferenciar las fluctuaciones en la velocidad, y por lo tanto se obtendra
un valor de V)., menor del real. Por otra parte, valor de P mayores que 10nt /s estaran aislando
solo los evento de replicacion mas rapidos, por lo que en cuanto el valor de 7 incremente y se
comience a promediar los eventos de pausa, no habrda maximos con mayor prominencia que
10nt/s, lo que inevitablemente produce la caida de Visedia pico(T) hacia la velocidad promedio
de replicacion. Este efecto dificulta la obtencién de V.., resultando en una sobreestimaciéon

de la velocidad maxima de replicacién.

Para comprobar si este método funciona para enzimas rapidas, se aplico sobre los datos
de replicacién de la ¢29 (obtenidos de la referencia de Morin y col. (2012))), cuya velocidad
de replicacién oscila entre ~50 y ~100nt/s. Tal y como se puede ver en la figura (panel
izquierdo), las velocidades obtenidas tanto con el método de las prominencias como con el
método de las distribuciones son compatibles (en naranja las velocidades obtenidas con el
método de las gaussianas (Morin y col. 2012)), en azul las obtenidas con el método de las
prominencias. No obstante, el cdlculo de Vj,, obtenido para la poly utilizando los dos métodos
demostré que el método de las distribuciones subestima Vjz.,, va que como se puede ver en
el panel derecho de la figura [A.2C, da un resultado similar a la velocidad media, inferior al

obtenido con el método de las prominencias.
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Figura A.2: Obtencién de V... Comparacién entre métodos. A) Panel izquierdo: actividades de replicacién
sobre cadena sencilla de la ¢29 (en naranja, y de la poly, en gris, con un promediado a 1 segundo en azul.
Panel derecho: histograma de velocidades de ambas enzimas, a la izquierda la phi29 y a la derecha la poly. B)
Obtencién de Visedia, Pico(T). Panel izquierdo: velocidad instantanea de replicacién de la poly en una actividad.
Los puntos azules representan maximos selecionados con P=9nt/s. Panel derecho: Visedia, Pico(T) para distintos
valores de P. La linea discontinua representa el valor seleccionado como velocidad méxima. C) Panel izquierdo:
comparacién entre métodos para una enzima de velocidad de replicacién rdpida (¢#29). En naranja los datos
obtenidos con el método de las prominencias, en azul los datos obtenidos con el método de las distribuciones.
Panel izquierdo: comparacion entre los métodos para una enzima lenta como la poly. En azul los valores
calculados con el método de las prominencias, y en rojo con el método de las distribuciones. D) Célculo de Visqae
en las actividades simuladas. Panel izquierdo: actividades de replicacién simuladas con las distintas condiciones.
Panel central: obtencién del histograma de velocidades con el método de las distribuciones. Panel central:
histograma de velocidades para una actividad simulada. En el histograma sélo se ve una gaussiana. Panel
derecho: obtencién de Vigegia, Pico(T) para las actividades simuladas y distinto valor de P. La linea discontinua
representa la velocidad méxima calculada.
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Validacién del método con actividades generadas computacionalmente.

Para comprobar la validez del método de las prominencias generamos unas actividades de
replicacion de forma computacional. Estas actividades se caracterizan por simular las activida-
des de replicacion que encontramos en nuestras condiciones experimentales. En la tabla se
muestran los pardmetros que se utilizaron para las simulaciones: V,,.,° representa la velocidad
méxima simulada, que se sitia en el rango 12-26nt/s. kp y k_p representan las tasas de entrada
y salida del estado de pausa, respectivamente, y todas las actividades tienen una procesividad
de 900nt. Asi, todas tienen una velocidad media de replicacién que oscila entre 3 y 12nt/s;
por otra parte, el ruido experimental se simulé utilizando ruido Gaussiano de 10nt de anchura
sin correlacién temporal en cada posicion, por lo que estas trazas emulan nuestras condiciones
experimentales. En la figura (panel izquierdo) vienen indicados algunos ejemplos de estas
simulaciones en diferentes condiciones en las que las trazas originales se muestran en azul, y los

promediados (~1s) en rojo.

Vimax (nt's™) 26 20 12 12 12
Kkp(s™) 3 10 3 30 300
Kp(s") 1 10 1 10 100

Vo (mts))| 216 18,4 11,8 10,7 8,6

Error’" (%) -17 -8 - -11 29

Voo (ts)| 17,6 10,2 6,0 12,7 16,1

Error’ (%) -32 -49 -50 6 35

Tabla A.1: Tabla de valores empleados en las simulaciones. En fondo verde van los resultados asociados al
método de las prominencias y en fondo amarillo los del método de las distribuciones.

Estas trazas se analizaron también con el método de las distribuciones para llevar a ca-
bo una comparacion entre métodos. Para calcular las distribuciones, se utilizé6 un tamano de
ventana de 1 segundo. Los resultados de V., se muestran en la tabla donde V.. v
Va2 representan las velocidades méximas obtenidas con el método de las prominencias y

el método de las distribuciones, respectivamente. Las variables errorS' y error 52

representan
el error cometido (en %) con cada método a la hora de calcular el valor real de la velocidad
maxima, Vine". Para todos los casos estudiados, el error promedio cometido con el método las
prominencias es un ~13% (promedio del error®) cuando se utilizé un P de 9nt/s, que es el
empleado en la mayoria de los experimentos de replicacion de esta tesis, frente al ~50 % que se
comete con el método de las distribuciones. Como era de esperar cuanto mayor es la cantidad de
eventos de pausa en las actividades, menor rendimiento tendréa el método de las prominencias,
pero tal y como se ha comentado tiene una mejor estimacion del valor de la velocidad méaxima.
El método de las prominencias da un mejor rendimiento principalmente por dos factores, por
una parte, no requiere diferenciar entre dos dos picos correspondientes a dos gaussianas (como
es el caso del método de las distribuciones), ya que si la velocidad de replicacién es pequena,

no siempre son resolubles. Por otra parte, el método de las prominencias permite utilizar infor-
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macion sobre la altura de un pico de velocidad instantanea sobre el resto de valores de pico, lo
que nos permite diferenciar con mayor precision las regiones de replicacion activa con respecto

a las regiones de ruido experimental.
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