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DESCRIPCION

Proteina marcada de unién a DNA monocatenario y su uso en un biosensor para detectar y visualizar un DNA
monocatenario

Campo de la técnica

Esta invencion se refiere a ensayos de DNA monocatenario, particularmente a la deteccion y visualizacion de DNA
monocatenario en soluciones bioldgicas. Mas particularmente, la presente invencion se refiere a una proteina
modificada de dominio de unién de DNA monocatenario, familia SSB, y al uso de una proteina tal en un ensayo
bioldgico.

Antecedentes de la técnica

La formacion y mantenimiento de DNA monocatenario (ssDNA) es una parte importante de muchos procesos que
implican DNA. Por ejemplo, la separacion de cadenas de DNA de doble hélice (bicatenario) (dsDNA) esta catalizada
por helicasas y esta exposicion de las bases situadas sobre el DNA permite un tratamiento posterior, tal como la
reparacion o replicacion. Los ensayos de actividad de helicasas son una parte importante de la comprobacion de
procesos biolégicos relacionados.

Aun cuando existen métodos para medir ssDNA, en oposicion a dsDNA, en ensayos en tiempo real, la sensibilidad y
la resolucion en tiempo han sido limitadas. En general, ensayos basados en fluorescencia han proporcionado la
combinacion de alta sensibilidad y alta resolucidon en tiempo que se requieren para estos tipos de medidas. Hay
varios colorantes que proporcionan sefiales de fluorescencia para verificar la transformacion de dsDNA en ssDNA.
[1,2], pero muchos de ellos se unen especificamente en las estrias del dsDNA y la fluorescencia disminuye al
desprenderse del DNA a medida que tiene lugar la separacién de las cadenas. Este tipo de sonda puede no ser
adecuado para extensiones de reaccion bajas, dado que se basa en la medida de una pequefia disminucion de
fluorescencia frente a un ruido de fondo grande. Ademas, los colorantes que se unen a DNA bicatenario pueden
inhibir las enzimas que actlan sobre tal DNA.

La obtencién de un cambio cuantitativo de sefial combinado con especificidad para el ssDNA y la discriminacion
frente a otras moléculas similares, tales como dsDNA, que pueden encontrarse presentes en el ensayo, proporciona
un reto cientifico considerable.

D4 (Wany Le 2000 Anal. Chem. vol. 72, paginas 5583-5589) describen estudios de interacciones de proteina-DNA
por polarizacién de fluorescencia inducida por electroforesis capilar/laser.

D5 (US2005/0037377) describe la deteccion de factores de unién con polarizacion de fluorescencia.
Descripcion de la invenciéon

En la presente invencion se ha puesto de manifiesto que la modificacién de una proteina de dominio de unién de
DNA monocatenario, familia SSB, (en lo sucesivo denominada en esta memoria simplemente SSB), con objeto de
unir un marcador fluorescente, da como resultado una SSB modificada que es capaz de actuar como biosensor sin
requerir cofactores. La SSB interacciona con DNA monocatenario y DNA bicatenario desenrollado, La proteina
modificada puede utilizarse en ensayos cinéticos con alta sensibilidad y alta resolucién en tiempo para comprobar el
desenrollamiento de dsDNA, por ejemplo en ensayos en tiempo real de la actividad de helicasas in vitro, o en
aplicaciones tales como estudios de moléculas aisladas y ensayos de alta productividad.

Asi pues, la invencién proporciona una SSB modificada que comprende, al menos, un marcador detectable unido a
un aminoacido de la proteina, en donde las caracteristicas del marcador detectable se alteran al unir DNA
monocatenario.

Un cambio de fluorescencia intrinseca ha sido observado antes en relacion con la SSB. Existe una disminucion de
fluorescencia del triptéfano cuando la SSB se une a DNA, y este hecho ha sido utilizado como sonda para la
separacion de cadenas de DNA [3] e interacciones de SSB-DNA [15]. No obstante, estos ensayos demuestran una
sensibilidad menor en uno o dos érdenes de magnitud que el uso de la SSB modificada de la presente invencion.
Ademas, los ensayos que se basan en los cambios de la fluorescencia intrinseca del triptéfano tienen limitaciones
debidas a fotoblanqueo y a interferencia procedente de otras especies que absorben en la misma region de
radiaciones UV que el triptéfano. También se ha preparado SSB marcada isotépicamente [46].

Biosensores que no requieren cofactores y que estan basados en proteinas fluorescentes han tenido éxito en varios

casos proporcionando sondas rapidas de concentracion de moléculas en ensayos bioldgicos. Tales biosensores
reaccionan con la moléculas de interés produciendo un cambio de sefial de la fluorescencia. Existen diversos
ejemplos de este tipo de biosensores sin reactivo, tales como de fosfato [4]. glucosa [5] y maltosa [6]. Varios
estudios realizados describen este enfoque general [7, 8 y 9].

La familia de proteinas de dominio de unién de DNA monocatenario:
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La familia de proteinas de dominio de unién de DNA monocatenario (familia SSB) constituye un ejemplo de una
familia de proteinas que interaccionan con DNA monocatenario y DNA bicatenario desenrollado. Esta familia de
proteinas esta definida en la base de datos SCOP [10] y posee una estructura todo-beta con un pliegue OB
(barrilete, cerrado; n=5, S=10). Es la familia 50263. Esta familia es distinta de la familia SCOP 50315 que tiene la
estructura de un pliegue OB (barrilete, abierto; n*=5, S*=8). Otras proteinas de unién de cadenas aisladas que no
son miembros de la familia 50263 figuran descritas en [47] y [48]. La familia SSB de proteinas desempefia un papel
esencial en la replicacién, recombinacion y reparacion de DNA, tanto en procariotas como en eucariotas. Han sido
investigados miembros de esta familia de proteinas que proceden de diversos organismos procarioticos y existen
estructuras de la proteina que procede de Escherichia coli, en presencia y ausencia de DNA.

La SSB puede ser eucariotica o procariética. La SSB procarittica puede ser bacteriana. Como ejemplos de SSBs
bacterianas se incluyen las representadas en la Figura 8, tales como E. coli, Salmonella typhimurium, Bacillus
licheniformis, Campylobacter jejuni, Pseudomonas syringae y Listeria innocua, asi como también T. aquaticus,
M. smegmatis y D. radiodurans.

Preferiblemente, la SSB modificada de la presente invenciéon es una proteina SSB de E. coli. modificada La
secuencia de la SSB de E. coli nativa es como sigue (nimero de catalogo gil 790494; SEQ ID NO: 1 en esta
memoria):

MASRGVNKVILVGNLGQDPEVRYMPNGGAVANITLATSESWRDKATGEMKEQTEWHRVVLFGKLAEVASEYLRKGS
QVYIEGQLRTRKWTDQSGQDRYTTEVVVNVGGTMQMLGGRQGGGAPAGGNIGGGQPQGGWGQPQQPQGGNQF
SGGAQSRPQQSAPAAPSNEPPMDFDDDIPF.

La metionina del extremo N-terminal se separa durante la expresion dando lugar a la proteina madura (véase SEQ
ID NO: 6). La numeracién de aminoacidos que se utiliza en esta memoria se refiere a la proteina madura que
comienza en Ala-2 de la SEQ ID NO:1.

La SSB que procede de E. coli es codificada por el gen ssb de E. coli. Existe como un tetramero estable que puede
unir un minimo de ~65 bases de DNA en concentraciones salinas altas [11] y la estructura del cristal pone de
manifiesto DNA enrollado en torno a un tetramero [12]. En concentraciones salinas bajas la SSB de E. coli puede
unir una longitud de ~35 bases de ssDNA.. La estructura del cristal en ausencia de DNA pone de manifiesto una
disposicion de mondmeros diferente dentro de un tetramero [13]. La proteina une DNA rapida y estrechamente, pero
el mecanismo puede ser complejo debido a la necesidad de que el DNA se enrolle en torno a la SSB de E. coli [14,
15]. La unién es aparentemente cooperativa y puede haber interaccion entre oligémeros de SSB vecinos a lo largo
de una cadena de ssDNA. También existe evidencia de que la SSB de E. coli puede existir como un monémero en
concentraciones bajas y puede unir débilmente DNA en este estado [16].

Al unir a DNA monocatenario, las SSBs pueden sufrir un cambio de conformacién. Sin embargo, las estructuras de
cristales de SSB sugieren que solamente hay cambios menores de la conformacién de subunidades de la proteina
en la asociacion con DNA [12, 13]. Al enrollarse en torno a la superficie del tetramero, el DNA lo hace por medio de
una serie de canales existentes en la superficie de la proteina.

Marcadores

La SSB de la invencion se modifica con objeto de que incluya un marcador detectable unido a un aminoacido de la
proteina y cuyas caracteristicas detectables se modifican al unir DNA monocatenario. Esta modificacion puede
resultar, pero no necesariamente, de un cambio de la conformacion de la proteina. Tanto como si la modificacion se
debe a un cambio de la conformacién de la proteina como si no, el cambio de las caracteristicas detectables se debe
a una modificacion del medio ambiente del marcador, que esta unido a la proteina de unién de DNA monocatenario.

Los marcadores utilizados con la invencion pueden proporcionar diversas sefiales, pero los marcadores preferidos
son marcadores luminiscentes. Los marcadores luminiscentes incluyen marcadores tanto fluorescentes como
fosforescentes. No obstante, se considera el uso de otros marcadores. Por ejemplo, podrian utilizarse marcadores
electroquimicos en donde la modificacion del medio ambiente de los marcadores pudiera dar lugar a un cambio del
estado redox. Un cambio tal puede detectarse empleando un electrodo.

El marcador detectable es, preferiblemente, un marcador fluorescente. Se prefiere el uso de marcadores
fluorescentes que pueden ser excitados para producir fluorescencia por exposicion a ciertas longitudes de onda de
luz.

La unién del marcador detectable a la SSB puede reducir algunas veces la afinidad de la proteina para el DNA
monocatenario. Sin embargo, esto no evita una modificacién de las caracteristicas detectables al unir DNA
monocatenario que puede medirse cuantitativamente.

Preferiblemente, el marcador fluorescentes es una cumarina o una rodamina.

Longitudes de onda de excitacion mas cortas, tales como las de los marcadores de la clase de cumarina, son utiles
para proporcionar un biosensor adecuado para la medida de cinéticas rapidas de formacién de DNA monocatenario,
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por ejemplo, en ensayos en tiempo real de la actividad de DNA helicasas in vitro. Por otra parte, las longitudes de
onda de excitaciéon mar largas, tales como las de los fluoréforos de rodamina, que también demuestran mayor
fotoestabilidad, hacen que un biosensor marcado tal, sea mas adecuado para aplicaciones tales como estudios de
moléculas aisladas y ensayos de alta productividad. Por consiguiente, los marcadores de la invencion pueden tener
longitudes de onda de excitacion mas cortas, de entre aproximadamente 400-460 nm, o longitudes de onda de
excitacion mas largas, de entre aproximadamente 540-600 nm.

Los marcadores de rodamina preferidos son funcionalizados para que proporcionen alta selectividad para la reaccion
con tioles, tales como las moléculas de haloacetamidotetrametilrodamina (XATR), incluso mas preferiblemente las
moléculas de yodoacetamidotetrametilrodamina (IATR) y bromoacetamidotetrametilrodamina (BATR). Los
marcadores preferidos son el 5-IATR y el 6-IATR.

El marcador de la clase de cumarina se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en N-[2-
(yodoacetamido)etil]-7-dietilaminocumarina-3-carboxamida (IDCC), acido 2-(4’-maleimidilanilino)naftaleno-6-sulfénico
(MIANS), N-[2-1-maleimidil)etil]-7-dietilaminocumarina-3-carboxamida (MDCC), C5-maleimida: xantilium 3,6-diamino-
9-[2-carboxi-4(6  5)-[[[5-2,5-dihidro-2,5-dioxo-1H-pirrol-1-il)pentillamino]carbonillfenil]-4,5-disulfo-, sal interna, sal
monosodica (Alexa Fluor 488) y C43H44CI3N4NaO12S3 (Alexa Fluor 546).

Cuando el marcador se basa en cumarina es, preferiblemente, el IDCC.
Cuando el marcador se basa en rodamina es, preferiblemente, el 6-IATR.

Unién de marcadores:

Las SSBs de la presente invencién tienen marcadores unidos a sus aminoacidos.

La presente invencion proporciona, asimismo, un método de preparacion de una SSB modificada que implica
modificacion de una SSB para que incluya un marcador detectable unido a un aminoacido de la proteina.

El marcador puede unirse a la SSB mediante cualesquiera medios convencionales conocidos en la técnica, Por
ejemplo, el marcador puede unirse por medio de restos de aminas o de carboxilos existentes en la proteina. Sin
embargo, se prefiere especialmente el enlace por medio de los grupos tiol de restos de cisteina.

En un aspecto adicional de la invencion, la SSB modificada comprende mas de un marcador detectable. En este
caso, los marcadores estan unidos, preferiblemente, a restos de aminoacidos separados.

En una realizacion de la invencion, cada uno de los mondmeros de la SSB tiene el mismo nimero de marcadores
unidos a él. Puede haber un marcador por monémero o. alternativamente, dos, tres o cuatro marcadores unidos a
cada mondmero.

En otro aspecto de la invencion, cuando mas de un monémero del tetramero de SSB es modificado para que incluya
un marcador detectable, tales marcadores pueden apilarse.

Si es apropiado, pueden emplearse restos naturales de cisteina existentes en la secuencia de la SSB para la union
del marcador. Sin embargo, cuando no se encuentran disponibles restos naturales de cisteina para unir el marcador,
pueden construirse restos de cisteina en la secuencia de la SSB, preferiblemente mediante mutagénesis dirigida al
sitio.

La invencion proporciona una SSB en donde un resto de cisteina no de tipo nativo, ha sido reemplazado por un
resto de cisteina.

La mutagénesis dirigida al sitio puede llevarse a cabo mediante métodos bien conocidos en la técnica para este fin.
Brevemente, sin embargo, se aisla el gen que codifica la SSB, y se construyen sondas de oligonucleétidos para
alterar, por recombinacién, el codén que codifica el aminoacido que se desea cambiar en un codén que codifica
cisteina. Seguidamente, el gen mutado es expresado, tipicamente, en un sistema de expresidon bacteriano,
produciendo la proteina mutada.

La invencién proporciona también una SSB en donde el marcador esta unido a una regién de la superficie de la
proteina. Regiones de la proteina tales como una superficie de interaccion de subunidad-subunidad, no son
expuestas y por tanto son inadecuadas con la finalidad de obtener marcadores A los restos situados en la superficie
puede accederse con mayor facilidad con la finalidad de obtener marcadores y es menos probable que se altere la
configuracion global de la proteina cuando se marca..

Preferiblemente, los restos escogidos para la union de los marcadores estan situados en una regién de la superficie
de la proteina, que esta por encima de un canal de unién y sobre bucles de la estructura de la proteina. Se conocen
en la técnica estructuras 3D de varias SSBs. Los restos escogidos no estan situados en una region de la proteina
que pudiera interaccionar directamente con la superficie de unién de DNA per se, si no que estan bastante
préximos a la superficie del DNA de modo que el marcador unido pueda ser afectado por la presencia del DNA. Esta
estrategia es un compromiso entre la rotura de la unién de DNA por ejemplo por unién de DNA impedida
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estéricamente (por estar “demasiado proximo”) y la no obtencidon de un cambio de sefal (por estar “demasiado
alejado”). No obstante, puede resultar una modificacion del medio ambiente del marcador procedente de un cambio
de conformacién de una region de la proteina a la que el marcador no se une directamente.

Al emplear SSB de E. coli, se encontraron restos adecuados para la unién de marcadores situados por encima del
canal de unién pero que, probablemente, no estaban implicados en la estructura secundaria de la proteina, en dos
bucles, en los restos aproximados M23-A28 y K87-Q94. También se tomdé en consideracion en qué direccion
apuntaba el aminoacido de tipo nativo, ya que esto puede proporcionar alguna orientacion respecto a donde puede
caer el marcador.

Al emplear SSB de E. coli, los sitios de unién preferidos para un marcador de la clase de cumarina son el resto 26
(glicocola en la secuencia de tipo nativo) o el resto 92 (serina en la secuencia de tipo nativo) de la secuencia de
aminoacidos de SSB de E. coli. Los restos se numeran desde el extremo N-terminal de la SSB de E, coli madura. En
la presente invencion, preferiblemente, o bien G26 o bien S92 es convertido en cisteina. La SSB de E. coli de la
presente invencion, modificada para que incorpore un marcador de cumarina, posee una secuencia de aminoacidos
seleccionada de SEQ ID NO:2 y SEQ ID NO: 3 que contienen las mutaciones G26C o S92C, respectivamente.
Preferiblemente se une IDCC al resto de cisteina.

Al emplear SSB de E. coli, el sitio de unién preferido para un marcador de la clase de rodamina es el resto 88
(triptéfano, en la secuencia de tipo nativo) de la secuencia de aminoacidos de SSB de E. coli. Los restos se numeran
desde el extremo N-terminal de la SSB de E. coli madura. En la presente invencion, preferiblemente, W88 es
convertido en cisteina. La SSB de E, coli de la presente invencién, modificada para que incorpore el marcador de
rodamina, posee la secuencia de aminoacidos indicada en SEQ ID NO: 4 que contiene la mutacion de W88.
Preferiblemente se une 6-IATR al resto de cisteina.

La presente invenciéon proporciona también una proteina SSB de E. coli modificada que tiene una secuencia de
SEQ ID NO:6 que comprende la mutacion S92C, G26C 6 W88C.

Los restos de aminoacidos correspondientes existente en otras SSBs pueden ser identificados basandose en la
homologia de secuencias, por ejemplo utilizando la alineacion de la Figura 8. Puede observarse de la Figura 8 que la
mutacion G26 esta conservada en estas siete proteinas y que la posicién 88 es un resto aromatico hidréfobo, es
decir, un triptéfano o una tirosina en todos los casos.

Los fluoréforos rara vez se unen directamente a un aminoacido, sino que en lugar de eso se unen por medio de un
engarce. La eleccion del engarce puede tener efecto también sobre el modo en que actua la SSB marcada, ya que
el tamafio, la forma y la flexibilidad del engarce pueden cambiar la aptitud de un engarce para entrar en proximidad
con otros grupos.

Los marcadores se unen a la SSB, preferiblemente, de modo que no introduce un nuevo centro quiral. Por tanto, el
aducto marcador-proteina no existe en forma diastereoisdmera lo que permite asi obtener una SSB marcada
sustancialmente homogénea. Esto puede conseguirse mediante el uso de engarces tales como las haloacetamidas
(preferiblemente yodpacetamidas).

Cuando se utilizan marcadores tales como rodaminas es preferible también reducir al minimo cualquier rodamina
unida no covalentemente, dado que es probable que ésta tenga fluorescencia alta y aumente los niveles del ruido
de fondo. Por tanto, las condiciones experimentales deben escogerse apropiadamente segin se describe mas
adelante.

Después de unir el marcador, habitualmente se purifica la proteina marcada para separarla del marcador libre y de
cualquier proteina marcada erréneamente. Esta proteina marcada erréneamente puede ser una proteina sin marcar
con la que no habia reaccionado el marcador, o una proteina donde el marcador se ha unido en la posicién
equivocada (o bien en lugar del marcador deseado o ademas de éste). Durante la purificacion de la proteina
marcada, puede incluirse el tratamiento con un reactivo tidlico, tal como B-mercaptoetanol, ditiotreitol o
2-mercaptoetanosulfonato de sodio, ya que esto puede mejorar la respuesta de fluorescencia de la proteina.

Cuando puede unirse mas de un marcador, se prefiere usar la proteina en forma homogénea. Una forma
homogénea, p.ej. especies puras marcadas doblemente, pueden purificarse (por ejemplo, por cromatografia de
intercambio i6nico y/o cromatografia de interaccion hidrofoba) para obtener especies homogéneas, doblemente
marcadas. Las SSBs marcadas una vez o marcadas doblemente pueden diferenciarse por métodos tales como
espectrometria de masas de electropulverizacion.

El marcador detectable pone de manifiesto, preferiblemente, un aumento de sus caracteristicas detectables al unir
DNA monocatenario. Ventajosamente, este aumento es por lo menos de 4 veces, mas preferiblemente de 5 veces y
lo mas preferiblemente, de 6 veces o mas.

Métodos de ensayo:
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Las SSBs marcadas, de la invencién, pueden utilizarse en ensayos de uso bioquimico general para detectar DNA
monocatenario en una muestra. Por ejemplo, par detectar la separacion de cadenas de DNA bicatenario que esta
catalizada por helicasas, y permite el tratamiento posterior tal como reparacion y replicacion. Alternativamente, las
SSBs marcadas, de la invencidon, pueden emplearse en ensayos realizados para medir la separacion de DNA
monocatenario. 0 en ensayos realizados para medir la disminucién de DNA bicatenario. Estos ensayos pueden ser
cualitativos o cuantitativos. La invencién es particularmente util para seguir las cinéticas de reacciones, debido al
rapido tiempo de reaccion de las SSBs. Los ensayos pueden utilizarse para seleccionar métodos para obtener
inhibidores de enzimas de tratamiento de DNA. Tales ensayos comprenden analizar los niveles de DNA
monocatenario in vitro utilizando una SSB segun la presente invencion, en presencia y ausencia de los inhibidores y
analizando la existencia de una alteracion en los niveles de DNA monocatenario.

El DNA monocatenario puede ser una cadena aislada de DNA o puede ser una region de una cadena aislada de un
DNA duplex.

La muestra puede proceder de cualquier origen, e incluye suero, orina, saliva, sudor, cultivo de tejidos, extractos
celulares, lineas celulares, alimentos, bebidas, productos farmacéuticos y productos medioambientales (por ejemplo,
agua). Si las concentraciones de DNA monocatenario en la muestra son altas, las muestras pueden diluirse segun
sea necesario para conseguir una cuantificacion exacta de los niveles de DNA monocatenario

Las cinéticas de estos métodos pueden depender de la concentracién salina o de la presencia de un anion
particular. Un experto en la técnica seria capaz de seleccionar las condiciones apropiadas para llevar a cabo los
métodos de la invencion.

Estos métodos seran, tipicamente, ensayos in vitro.

Asi pues, la invencion proporciona un método para detectar DNA monocatenario en una muestra, que comprende
las etapas de:

(i) mezclar la muestra con la SSB modificada que comprende al menos un marcador detectable; y
(i) detectar un cambio en la muestra que proviene de la interaccién entre el DNA monocatenario y la SSB.

El cambio detectado en (ii) puede ser relacionado con la concentracion de DNA monocatenario existente en la
muestra.

Empleando este método, que utiliza una SSB modificada, es posible seguir las cinéticas de sistemas biolodgico,
debido al tiempo de reaccién, extremadamente rapido, del método.

La invencion proporciona también una SSB modificada de la invencién, para usar en un analisis de DNA
monocatenario

Otro aspecto de la invencién proporciona una secuencia polipeptidica de SEQ ID NO: 1, en la que uno o mas restos
de aminoacidos de tipo nativo han sido cambiados a un resto de cisteina, La invencién proporciona, ademas, una
secuencia polipeptidica de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 6 SEQ ID NO: 4. La invencion proporciona adicionalmente
las secuencias de nucleétidos que codifican las secuencia polipeptidicas de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID
NO: 3y SEQ ID NO: 4.

General:

La expresidon “que comprende” engloba “que incluye” asi como “que consiste”, p.ej. una composicion “que
comprende” X puede consistir exclusivamente en X o puede incluir algo adicional, p. ej. X + Y.

La palabra “sustancialmente” no excluye “completamente” , p. gj. una composicion que esta “sustancialmente libre”
de Y puede estar completamente exenta de Y. Cuando es necesario, la palabra “sustancialmente” puede omitirse
de la definicion de la invencion.

El término “aproximadamente” con respecto a un valor numérico x, significa, por ejemplo, x +10%.
Descripcion breve de los dibujos

La Figura 1 muestra los espectros de fluorescencia y titulacion del complejo IDCC- SSB de E. coli con dT70 (SEQ
ID NO: 5). Las condiciones de medida fueron las de la Tabla 1.. La Figura 1A expone los espectros de excitacion y
emision en presencia y ausencia de dT70 580 nM. La excitacién se realizé6 a 433 nm y la emision a 476 nm. La
Figura 1B expone la titulacion de la intensidad de emision (excitacion a 430 nm, emisién a 475 nm) en funcion de
dT70.. Las lineas son el mejor ajuste lineal hasta dT70 0,28 uM y la mejor linea horizontal de ajuste para los puntos
restantes.

La Figura 2 expone las cinéticas de asociacion de IDCC-SSB de E. coli con dT70, Se mezclé IDCC- SSB de E. coli
5 nM con diversas concentraciones de dT70 y se sigui6 la intensidad de la fluorescencia con el tiempo en un aparato
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de flujo detenido. Las condiciones fueron las de la Tabla 1, excepto que las medidas se realizaron a 25°C. La Figura
2A expone trazas individuales tipicas en concentraciones nanomolares de dT70. Las trazas fueron normalizadas
para acabar en 100% y salto de 5% de una a otra. Las trazas rapidas tienen amplitud disminuida, debida
principalmente a pérdida de sefal durante el tiempo muerto del instrumento (~ 2 min). La Figura 2B muestra la
dependencia de la velocidad con respecto a la concentracion de DNA. Cada traza se ajusté a un Unico exponencial.
Los resultados indicados son los valores medios de, tipicamente, 3 trazas procedentes de cada uno de dos
experimentos realizados por separado. Todas las constantes de velocidad que provienen de trazas individuales
fueron ajustadas a una hipérbola, segun se describe mas adelante.

La Figura 3 expone las cinéticas de disociacion de IDCC- SSB de E, coli-.dT70. 5 nM de este complejo se mezcld
con un gran exceso de SSB de E. coli sin marcar, como cepo. Se utilizé SSB de E. coli S92C en la concentracion
indicada, Las condiciones experimentales fueron las de la Figura 2.

La Figura 3 expone una titulacion de competicion de dT70 en una mezcla de SSB de E. coli sin marcar (S92C) e
IDCC-SSB de E. coli. Por otra parte las condiciones son como las de la Figura 1. Los resultados fueron ajustados a
la ecuacion de equilibrios en competicion de las especies siguientes: SSB de E.coli, SSB de E. coli-.dT70, IDCC-
SSB de E. coli e IDCC-SSB de E. coli-dT70 asumiéndose una unién estrecha, asi que, esencialmente, no habia
DNA libre hasta exceso sobre las dos especies de SSB de E. coli. La ordenada es la extensién de formacion de
IDCC-SSB de E. coli-dT70 medida por la fluorescencia. La linea muestra el mejor ajuste con IDC-SSB de E. coli,
0,13 uM, SSB de E, coli 0,25 uM (concentraciones de tetrameros) y la razén de Kd(IDCC-SSB de E. coli)/Kd(SSB de
E. coli) es 28.

La Figura 5 expone un ensayo de desenrollamiento de dsDNA, utilizando la helicasa RecBCD. Se mezclé DNA
plasmidico linearizado 1 nM (pADGFO _ Clal — 3 kb) en un aparato de flujo detenido, con exceso de RecBCD en
presencia de ATP e IDCC- SSB de E. coli 500 nM.

La Figura 6 muestra los espectros de absorbancia y fluorescencia y la titulaciéon de rodamina-SSB de E. coli con
dT70. La Figura 6A muestra espectros de absorbancia en funcién de la concentraciéon nanomolar de dT70 (0, 124,
247, 267 y 487 nM en orden de intensidad creciente a 560 nm). Los espectros se obtuvieron a temperatura ambiente
para tetrameros de rodamina-SSB de E. coli- 0,4 uM en el seno de Tris-HCI 25 mM, pH 7,5. NaCl 200 mM, DTT 1
mM , y albdmina de suero bovino 5 uM. La Figura 6 B expone los espectros de excitacion y emision de fluorescencia
de rodamina-SSB de E. coli, 250 nM (concentracion de tetramero) medidos a 30°C en el mismo tampodn, en
presencia y ausencia de dT70 580 nM. La excitacion tuvo lugar a 556 nm y la emision a 579 nm.

La Figura 7 expone la titulacién de la intensidad de emision (excitacion a 556 nm, emision a 579 nm) en funcion de
dT70, de rodamina-SSB de E. coli. El complejo de rodamina- SSB de E. coli 0,4 uM tenia afiadido en partes
alicuotas dT70. Las lineas son el mejor ajuste lineal desde 0 — 0,98 dT70/ rodamina-SSB de E. coli-, y la linea
horizontal de mejor ajuste para los puntos restantes.

La Figura 8 muestra una alineacion de siete secuencias de SSB procedente de Escherichia coli, Enterobacteria fago
P1, salmonella Typhimurium, bacillus licheniformis, campylobacter jejuni, pseudomonas syringae vy listeria inocua.

La Figura 9 expone un ensayo en el que se emplea IDCC-SSB para verificar la actividad de helicasa de PcrA y
RecBCD. La Figura 9a muestra el desenrollamiento de tres longitudes diferentes de sustratos de DNA, catalizado
por PcrA/RepD, monitorizado utilizando la fluorescencia de IDCC-SSB. El esquema muestra el DNA plasmidico
linearizado: la proteina iniciadora RepD carga PcrA en sitios oriD, y la helicasa desenrolla progresivamente el
duplex a la derecha de oriD. La distancia (en pares de bases) entre el oriD y el extremo del DNA esta indicada. El
testigo de “-ATP” estaba sobre el DNA mas largo. La Figura 9b muestra el desenrollamiento de pADGFO linearizado
por RecBCD de saturacion, verificado usando la fluorescencia de IDCC-SSB. El esquema muestra el plasmido
pADGFO con la longitud del DNA indicada.

La Figura 10 expone una comparacion de ensayos de IDCC-SSB y de desplazamiento de colorante para la helicasa
AddAB. Los experimentos se realizaron segin se describe en el apartado Procedimientos Operatorios
Experimentales. La Figura 10a muestra un ensayo de IDCC-SSB a alta y baja fuerza iénica y 37°C. El testigo que se
indica esta a baja fuerza ionica en ausencia de ATP. La Figura 10b muestra un ensayo de IDCC-SSB como en la
Figura 10a, pero con pBR322 50 nM (en nucledtidos). La Figura 10c expone un ensayo de desplazamiento de
colorante. Las condiciones experimentales fueron las mismas que las de la Figura 10a, pero el IDCC-SSB habia sido
reemplazado con SSB nativa y el tampdn se habia suplementado con el colorante Hoechst 33258 200 nM. Las
sefales de fluorescencia se calibraron usando EcoRI-pBR322 linearizado desnaturalizado por calor, en condiciones
idénticas de la disolucién (concentracion salina alta y baja) y de lascondiciones instrumentales.

Modos para llevar a cabo la invencion
Preparacién de proteinas SSB de E, coli mutantes:

El gen ssb de E. coli de tipo nativo, fue clonado en un vector pET15b usando PCR con cebadores que contenian los
sitios de restricciones Ndel y BamHI de flanqueo. Este vector se utiliz6 como molde para la mutagénesis dirigida al
sitio produciendo genes de SSB E. coli G26C, S92C 6 W88C. Las construcciones de pET15b fueron secuenciadas
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para confirmar la presencia de las mutaciones deseadas y la integridad del resto del gen ssb. Los genes mutados
fueron transferidos después a vectores pET22b usando los sitios de restriccion Ndel y BamHI, y estos vectores se
utilizaron para transformar BL21 pLysS de sobreexpresion utilizando el sistema de promotor T7. Se cultivaron
células en 2 | de LB a 37°C hasta fase semi-log y se indujo expresién con IPTG 1 mM. Al cabo de tres horas las
células fueron cosechadas, resuspendidas en 50 ml de Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, NaCl 200 nM, EDTA 1 mM,
ditiotreitol 1 mM y sacarosa al 10%, y se guardé a —80°C.

Las proteinas SSB de E. coli mutantes fueron purificadas a 4°C utilizando una modificacién del método de Lohman
et al. [14]. La suspension de células se descongeld y se afiadi6 PMSF 0,1 mM. La lisis celular producida por
ultrasonidos fue seguida de centrifugacion, Se recogid le sobrenadante y se afiadié lentamente polimin P (solucion
de reserva al 10%, pH 6,9) a 0,4%, seguida de agitacién constante durante 15 minutos. Se recogié un pelet
mediante centrifugacion a 10.000 rpm durante 20 minutos y después se volvio a suspender completamente en 50 ml
de Tris-HCI 50 mM, pH 8,3, glicerina al 20%, EDTA 1 mM y NaCl 0,4 M, empleando un homogeneizador Dounce,
seguido de agitacion durante 30 minutos. Se retiré el material insoluble por centrifugacion a 10K durante 20 minutos.
Se afiadié al sobrenadante sulfato amoénico solido, muy lentamente, a 150 gj-1. Después de agitar durante 30
minutos se recogié un pelet por centrifugacion a 13 K durante 30 min. El pelet se volvié a suspender en 50 ml de
Tris-HCI 50 mM, pH 8,3, glicerina al 20%, EDTA 1 mM y NaCl 0,2 M. La suspension se centrifugé a 18K durante 20
minutos y se hizo pasar a través de un filtro de jeringuilla de 0,2 um. Una columna de heparina Hi-Trap de 5 ml se
equilibré en Trs-HCI 50 mM, pH 8,3, glicerina al 20% y EDTA 1 mM. La muestra se cargd en una concentracion
salina baja mezclando con tampdén equilibrador (en la razén de 16:84 de muestra con respecto al volumen de
tampon) inmediatamente antes de la columna, en la camara de mezcla del aparato de cromatografia. Esto es
necesario debido a que la SSB de E. coli es propensa a precipitar si se mantiene durante periodos de tiempo largos
en la baja concentracion salina necesaria para la uniéon a la heparina. La columna se lavo luego con tampdn
equilibrador y se eluyd la SSB de E. coli con un gradiente de 150 ml de NaCl desde 0 a 1 M, en el seno de este
tampon. Se reunieron las fracciones pico, se dializaron extensamente frente a tampo6n de almacenamiento (Tris-HCI
20 mM, pH 8,3, EDTA 1 mM, NaCl 0,5 M, glicerina al 50% y B-mercaptoetanol 1 mM), y se conservd a —80°C. La
concentracion de proteina se determiné midiendo la absorbancia a 280 nm usando un coeficiente de extinciéon
tedrico de 27880 M-1cm-1 para el monémero. Las concentraciones dadas en la presente memoria son las del
mondmero, a menos que se establezca de otro modo.

Marcacién de proteinas SSB mutantes:

Mutantes de cisteina de SSB de E. coli fueron modificados covalentemente con una diversidad de colorantes
fluorescentes.

Se uso el siguiente protocolo para marcar el SSB de E. coli G26C con yodoacetamida de dietilaminocumarina,
IDCC. Una alicuota de SSB de E. coli (G26C)(5 mg en 1,3 ml) se incub6 con ditiotreitol (DTT) durante 10 minutos en
el seno de Tris-HCI 20 mM, pH 7,5, EDTA 1 mM, NaCl 500 mM y glicerina al 20%. Se separo el DTT de la proteina
empleando una columna PD10, previamente equilibrada en el mismo tampoén, que habia sido desgasificado
haciendo pasar nitrégeno. Se afiadid IDCC en un exceso cuadruple con respecto a la proteina ~100 uM, y se incubo
bajo nitrégeno durante 2 horas a temperatura ambiente, agitando en todo momento y protegiendo de la luz. Se
separ6 el exceso de IDCC por reaccidon con sulfato de 2-mercaptoetano y sodio (un exceso de 10 veces con
respecto a la proteina) durante 10 minutos. La mezcla de incubacion se filiré a través de una membrana
[poli(éter sulfona) con poros de 0,2 um]. Se aisld la proteina por paso por una columna de filtraciéon en gel P4 (1 x 30
cm) equilibrada previamente en Tris-HCI 20 mM, pH 8,3, EDTA 1 mM, NaCl 500 mM y glicerina al 20%. La
concentracion de proteina se calculé a partir de la absorbancia de la cumarina en 430 nm, donde el coeficiente de
extincion es 44800 M-1cm-1, suponiendo que es el mismo que el de IDCC, [17]. Se afiadioé glicerina a la proteina
marcada (IDCC-SSB) que después se guardd a —80°C.

El protocolo que sigue se utilizé para marcar SSB de E. coli W88C con 6-IATR. Una alicuota de SSB de E. coli
(W88C) ( 5 mg) en el seno de tampodn de almacenamiento (O,4 ml) se incub6 con DTT 5 mM durante 10 minutos y
luego se cargo a una columna de filtracién en gel PD10, previamente equilibrada en Tris-HCI 20 mM, pH 8,3, EDTA
1 mM, NaCl 500 mM vy glicerina al 20%. Se eluyé la proteina con el mismo tampén, dando por resultado 1,5 ml de
SSB de E. coli 93 pM. Se afiadié 6-IATR a 372 uM y la solucion se cubrié con nitrégeno, se protegié de la luz y se
mezclo todo el tiempo durante 90 minutos a temperatura ambiente. Se afiadié mercaptoetilsulfonato sédico (931 uM)
para retirar el exceso de 6-IATR y la solucién se incubd durante 10 minutos. La mezcla de incubacion se filtré a
través de una membrana [poli(éter sulfona), poros de 0,2 uM]. Se aislé la proteina por paso a través de una columna
de filtracion en gel P4 (1 x 30 cm), equilibrada previamente en Tris-HCI 20 mM, pH 8,3, EDTA 1 mM, NaCl 500 mM y
glicerina al 20%. La concentracion de proteina se calculé tomando un coeficiente de extincion de 52 mM-1cm-1 en
534 nm (véase mas adelante). Se afadio glicerina para hacerla al 50% (v/v) y la proteina (6-IATR-SSB) se guardo
en partes alicuotas a —80°C.

En la practica puede ocurrir también marcacién sobre aminas cuando se usan reactivos selectivos de tioles. La
espectrometria de masas de la SSB de E. coli marcada con rodamina mostré que ~90% de la proteina era el
producto deseado, marcada unicamente la SSB de E. coli, junto con pequefias cantidades de proteina sin marcar y
marcada doblemente. Las condiciones de marcado descritas reducen al minimo estos productos secundarios.
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Ademas, es importante intentar minimizar la rodamina unida no covalentemente ya que es probable que ésta tenga
fluorescencia alta y por tanto aumente el ruido de fondo. La filtracion en gel después de realizar el marcado parecia
eficaz en esto: la purificacion posterior en una columna de heparina dio por resultado solamente un ligero aumento
de intensificacion de la fluorescencia en la unién de DNA.

Las masas moleculares de las proteinas sin marcar y marcadas se determinaron por espectrometria de masas en
electropulverizacion segun se ha descrito anteriormente [4].

Otros colorantes y otras SSBs de E. coli mutantes se marcaron de un modo similar al de los métodos antes
descritos en esta memoria, con alguna variacion en el periodo de tiempo o las concentraciones de proteinas y
colorantes.

Medidas de absorbancia y fluorescencia :

Los espectros de absorbancia se obtuvieron en un espectrofotometro Beckman DU 640. Las medidas de
fluorescencia se obtuvieron en un fluorimetro Cary Eclipse equipado con una lampara de xendn, utilizando cubetas
de 3 mm de paso de luz. Los rendimientos cuanticos se midieron a 20°C en cubetas de 1 cm de paso de luz
utilizando soluciones con absorbancia de ~0,03 cm-1 em la longitud de onda de excitacion. Los espectros de emision
corregidos se obtuvieron desde 435 a 600 nm. Los rendimientos cuanticos de IDCC-SSB de E. coli se midieron con
respecto a Coumarin 343 que tiene el valor conocido de 0,63 [18].

Se realizaron experimentos de flujo detenido en un aparato SF61MX de HiTech, equipado con una lampara de
mercurio-xenon y el soporte logico [1S-2 de Hi-Tech. El aparato tenia un monocromador y rendijas de 4 mm en la luz
de excitacion y un filtro de corte apropiado en la emision (excitacion, 436 nm vy filtro de 455 nm para la IDCC-SSB de
E. coli) En las medidas descritas en esta memoria, las concentraciones establecidas son las de la camara de
mezcla, a menos que se exponga de otro modo. Los resultados obtenidos fueron ajustados a curvas tedricas
empleando o bien el soporte légico de HiTech o el Grafit 5 [19].

Ensayos de especificidad::

Se desnaturalizé por calor Lambda DNA calentando la siguiente solucion durante 5 minutos a 95°C: DNA 261 uM
(en términos de nucledtidos), Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, sacarosa al 10% (v/v), acetato magnésico 2 mM y DTT 2 mM.
El producto se puso sobre hielo y se empled inmediatamente. ssSRNA (como una escala de siete tramos)) se
desnaturalizé por calor y se empled del mismo modo. Los acidos nucleicos se ensayaron con IDCC-SSB de E, coli
afiadiendo IDCC-SSB de E. coli de 23 uM (en términos de nucleétidos) a 400 nM, a 30°C en el seno de Tris-HCI 25
mM, pH 7,5, NaCl 200 mM, DTT 1 mM y albumina de suero bovino 5 uM. La excitacion fue a 430 nm y la emision a
475 nm.

Ensayos de helicasas :

Todos los experimentos se realizaron a 37°C. Todos los resultados presentados son medidas representativas de
trazas aisladas sin promediar. Para las medidas de la actividad de la helicasa PcrA, los experimentos fueron
llevados a cabo incubando previamente PcrA 25 nM y RepD (mondmero) 4 nM con sustrato de DNA pCERoriD 1 nM
(nucledtidos 6,2 uM) en el seno de un tampdn que contenia Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, MgCI2 10 mM, KCI 100 mM e
IDCC-SSB (mondmero) 1,1 uM durante 5 minutos. La reaccion se inici6 mezclando rapidamente con un volumen
igual de ATP 0,5 mM en el mismo tampoén. El protocolo de este experimento es esencialmente idéntico al llevado a
cabo anteriormente [20] excepto que la SSB de Bacillus subtilis de tipo nativo ha sido reemplazado directamente con
IDCC-SSB. Para las medidas de la actividad de helicasa RecBCD-nucleasa, se llevaron a cabo experimentos
incubando previamente RecBCD (saturacion) 5 nM con Clal-pADGFO DNA linearizado (nucledtidos 6,1 uM), 1 nM,
en el seno de un tampoén que contenia Tris-acetato 25 nm, pH 7,5, acetato magnésico 2 mM, DTT 1 mM e IDCC-
SSB (monémero) 1,1 uM, durante 5 minutos. La reaccion se inicié mezclando rapidamente con ATP 1 mM en el
mismo tampén. Las sefales de fluorescencia se calibraron empleando Lambda DNA desnaturalizado por calor, en
idénticas condiciones de la solucién e instrumentales. Para las medidas de la actividad de AddAB, se llevaron a cabo
experimentos incubando previamente AddADI172ABD961A 2,5 nM [21, 22] con EcoRI-DNA pBR322 linearizado
nucledtidos 870 nM) 0,1 nM (a menos que se establezca de otro modo), en el seno de un tampdén que contenia Tris-
HCI 25 mM, pH 7,5, MgCI2 5,2 mM, IDCC-SSB (mondmero) 175 nM y o bien NaCl 20 nM ( fuerza idnica baja) o NaCl
200 nM ( fuerza idnica alta) durante 5 minutos. La reaccion se inicié6 mezclando rapidamente con un volumen igual
de ATP 0,5 mM, en el mismo tampon. Para el ensayo de desplazamiento de colorante, la IDCC-SSB se reemplazé
con SSB nativa y el tampon se suplementd con el colorante 33258 de Hoechst, 200 nM. Las sefiales de
fluorescencia se calibraron empleando EcoRI-pBR322 linearizado desnaturalizado por calor, en idénticas
condiciones de la solucién (concentracion salina alta y baja) y de condiciones instrumentales. La calibracion con
Lambda DNA desnaturalizado por calor produjo, virtualmente, idénticos resultados. Para todos los experimentos, los
resultados de desenrollamiento representan graficamente en unidades arbitrarias de fluorescencia y como ssDNA
nanomolar aparente (en nucleétidos), basado en las calibraciones. Ha de apreciarse que la medida es la de la unién
de SSB, en vez de ssDNA per se, y que estos valores pueden diferir si se produce ssDNA en una forma que no
pueda ser fijada por la proteina SSB (por ejemplo, si existe actividad extensa de nucleasas).
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e Mutantes de cumarina-SSB de E. coli (S92C y G26C)
Resultados :

Las estructuras cristalinas de SSB de E. coli sugieren que existen solamente cambios menores en la conformacion
de subunidades de la proteina en la asociacion con DNA [12, 13].. En el enrollamiento en torno a la superficie del
tetramero, el DNA se enrolla por medio de una serie de canales existentes en la superficie de la proteina. Se
escogieron dos sitios para la marcacion con fluoréforos, sobre bucles que se encuentran en la parte superior de tales
canales, y se introdujeron cisteinas aisladas en la proteina para proporcionar estos sitios. Una mutacion (S92C)
esta en un bucle que esta sustancialmente inalterado entre las estructuras unidas y sin unir, Otra mutacion (G26C)
esta en el borde de un canal y en un bucle que puede ser flexible existente en la estructura libre de DNA, pero esta
bien definida en la forma unida de DNA. En cualquiera de los dos caso, el enrollamiento de DNA en torno a la
superficie de la SSB de E.coli proporciona una oportunidad importante de cambios en el medio ambiente de los
fluoréforos. Principalmente, se escogieron con estas dos SSBs de E. coli fluoréforos cuya intensidad cambia con el
medio ambiente.

La Tabla 1 expone los cambios de intensidad de la fluorescencia de estas dos SSBs de E. coli mutantes. Con objeto
de obtener una molécula adecuada para realizar medidas de soluciones, los criterios principales son un aumento de
la fluorescencia adecuadamente grande al unirse a DNA, junto con un rendimiento cuantico de la fluorescencia
razonablemente brillante. Se midieron los espectros de fluorescencia de SSB de E. coli marcada 260 nM
(concentracion de tetramero), a 30°C, en el seno de Tris-HCI 25 mM, pH 7,5, NaCl 200 mM, DTT 1 mM y albumina
de suero bovino 5 pM.

La excitacion tuvo lugar en la longitud de onda apropiada para el fluoréforo y se midieron las intensidades de
emision en el maximo, en ausencia y presencia de dT70 de saturacion. Las dos cumarinas, IDCC y MDCC dieron la
maxima intensificacion de la fluorescencia con G26C y esta proteina mutante marcada con IDCC, IDCC-SSB de E.
coli, se escogié para estudios adicionales por dos razones. En primer lugar, proporciona consistentemente un
aumento mayor que MDCC. En segundo lugar, no tiene las complicaciones potenciales de formacién de un centro
quiral al reaccionar con un tiol. En el caso de MDCC, la reaccién de su maleimida con una cisteina de proteina
causa la produccién de diastereoisémeros. Cuando se observé este fendmeno con un sensor similar de fosfato, se
puso de manifiesto que los dos diastereoisémeros tienen propiedades diferentes de fluorescencia [4]. Por el
contrario, la reaccion de IDCC son un tiol producia solamente una especie molecular Unica.

Tabla 1. Cambios de fluorescencia para una inspeccién de varias combinaciones de SSB de E. coli mutante: :
colorante.

Marcador fluorescente Razon de fluorescencia (+/- dT70)
S92C G26C
IDCC 2,8 6,1
MDCC 2,2 4,9
MIANS 0,4 -
6-IATR 1.3 2,8
Alexa Fluor 488 3.1 3,3
Alexa Fluor 546 1,5 2,3

La Figura 1 muestra el cambio de los espectros de fluorescencia cuando IDCC-SSB de E. coli fija DNA. El cambio
fue similar cuando se empled poli-dT (el poli-dT consiste en cadenas de poli(dT) de diversas longitudes, cada una de
cuyas longitudes tiene, aproximadamente, algunos cientos de bases). Pudieron obtenerse aumentos de la
fluorescencia de ~ 6 veces. Una titulacion de DNA en una solucién de IDCC-SSB de E. coli pone de manifiesto un
aumento de fluorescencia claramente lineal, seguido de una rotura acusada a medida que se mantiene la
fluorescencia maxima. Este hecho es consistente con una union de DNA muy estrecha con la SSB de E.coli. La
ligera curvatura en la titulacion a DNA bajo sugiere que se encuentra presente una pequefia cantidad de SSB de E.
coli sin marcar y ésta une mas estrechamente al DNA. En esta preparacion, los espectros de masas sugieren que
~5-10% de la SSB de E. coli esta sin marcar. Otras combinaciones de colorante-SSB de E. coli pusieron de
manifiesto, asimismo, tal curvatura

Se midié el rendimiento cuantico de fluorescencia de IDCC-SSB de E. coli para evaluar cuan fluorescente es la
sonda en términos absolutos en ausencia de DNA. El rendimiento cuantico es 0,029 y 0,15 en presencia de dT70 de
saturacion. Obsérvese que el rendimiento cuantico refleja el area integrada del espectro de emision, en ves de la
intensidad en una longitud de onda particular. En comparacioén, la dietilaminocumarina unida a una molécula
pequefia y, por tanto, que presumiblemente tiene solamente el medio ambiente medio, posee un rendimiento
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cuantico de 0,01 a 0,04 [4], [23]. Este hecho sugiere que en ausencia de DNA, la fluorescencia de la cumarina es
inafectada en gran parte por la proteina.

Con objeto de valorar la aplicabilidad de IDCC-SSB de E. coli como sonda de ensayos cinéticos, es importante
conocer las velocidades posibles de union y disociacion de DNA. Las caracteristicas cinéticas de asociacion se
midieron en condiciones de pseudo-primer orden con un gran exceso de dT70 sobre IDCC-SSB de E. coli (Figura
2). Las trazas de fluorescencias individuales se ajustaban bien a exponenciales sencillos y la velocidad aumentaba
con la concentracion de DNA. La dependencia de la concentracion de DNA sugeria que la relacion existente puede
ser hiperbdlica y esto se ajustaba a los resultados obtenidos. Tal dependencia es consistente con un mecanismo de
unioén de dos etapas:

1 2
S55B + DNA == SSB.DNA == S5B".DNA ()

En este caso. el ajuste da 1/K1 = 518 nM y k+2 = 642 s-1. La interceptacion con la ordenada no es
significativamente diferente de cero y no da una medida exacta de la velocidad de disociaciéon. Implicaciones
posibles de este mecanismo de dos etapas se describen mas adelante.

Las cinéticas de disociaciéon se midieron directamente por desplazamiento de IDCC — SSB de E. coli desde su
complejo con dT70 por SSB de E. coli sin marcar (Figura 3). La pretension de este tipo de medidas es obtener
condiciones en que la velocidad observada venga determinada solamente por la disociacion del complejo. El uso de
un gran exceso del cebo,. en este caso SSB de E. coli sin marcar, normalmente consigue esto. Un ensayo es
consiste en variar la concentracion del cebo; una velocidad constante es consistente con la limitacion de la velocidad
de disociacion. En este caso, las trazas observadas variaban con la concentracién de SSB de E. coli sin marcar y las
trazas no se ajustaban bien a exponenciales sencillos. Sin embargo, las trazas sugieren que las velocidades
observadas son ~0,1 s-1. Razones posibles de las trazas de complejos se proporcionan mas adelante en términos
de enrollamiento del DNA en torno a la SSB de E. coli.

Con objeto de determinar el efecto de la marcacion sobre la afinidad de SSB de E- coli para el ssDNA, se titul6 el
dT70 en una mezcla de SSB de E. coli e IDCC-SSB de E. coli (Figura 4). Es evidente que concentraciones bajas de
DNA se unen principalmente a la SSB de E.coli sin marcar, ya que solamente existe un pequefio aumento de
fluorescencia. Esto implica que la proteina sin marcar posee la mayor afinidad. El ajuste de los resultados obtenidos
de equilibrios de unién en competencia, segun describe la leyenda de la figura, sugiere que la razén de las
constantes de disociacion es 28. Con objeto de poner de manifiesto que este cambio de afinidad no es especifico
para el marcador de cumarina, la medida se repitié con SSB G26C marcada con 6-IART y este ensayo dio el mismo
resultado.

La especificidad de la respuesta se midi6 para otras especies de acidos nucleicos, segun se ha descrito
anteriormente. Lambda dsDNA no dio respuesta, pero después de tratamiento por calor dio el aumento total de
fluorescencia. EI ssRNA (antes o después del tratamiento por calor) no dio respuesta. Estos resultados sugieren
que el IDCC.SSB de E. coli es especifico del ssDNA.

El sensor sin reactivo IDCC-SSB de E. coli puede destinarse a andlisis de helicasas para el desenrollamiento de
dsDNA. En la Figura 5 se proporciona un ejemplo, una medida de desenrollamiento por RecBCD de una longitud
de 3 kb de dsDNA. En las condiciones utilizadas. RecBCD tiene alta capacidad de procesamiento y puede
desenrollar la totalidad del DNA [24]. El aumento de fluorescencia es lineal hasta que la longitud total de DNA esta
desenrollada. Debido a que la helicasa se une a extremos romos, en las condiciones de esta memoria, la RecBCD
desenrolla desde cada uno de los extremos del DNA lineal a ~ 1500 bases por segundo, similar a lo medido usando
un ensayo de desplazamiento de colorante [24].

La RecBCD esta implicada en la reparacién recombinante de roturas de DNA e inicia el desenrollamiento desde
extremos del DNA. La helicasa RecBCD es la mas rapida y de mayor capacidad de procesamiento que se indica en
la bibliografia [25, 26, 1] El desenrollamiento de DNA por la helicasa RecBCD-nucleasa se verificado de nuevo.
Después de la adicion de ATP a complejos de RecBCD-DNA preformados, hay un aumento rapido, lineal, de
fluorescencia seguido por un punto de rotura acusado que marca el final de la reaccion de desenrollamiento al cabo
de 0,9 segundos aproximadamente. Esto sugiere una velocidad de desenrollamiento de ~1700 bp s-1 por sitio de
union de RecBCD (Figura 9b), en excelente acuerdo con las estimaciones previas [27].

Se llevaron a cabo ensayos adicionales para demostrar el uso del biosensor sin reactivo de IDCC-SSB para verificar
el desenrollamiento de DNA catalizado por DNA helicasas. Se empled IDCC-SSB en concentraciones muy por
encima de la Kd medida y en una estequiometria de, aproximadamente, 1 monémero de IDCC-SSB por cada 5
nucledtidos de DNA sustrato, para asegurar una respuesta lineal de la fluorescencia sin tener en cuenta el modo de
union de la SSB (véase el apartado “discusiéon”). En un ejemplo (Figura 9a) se desenrollaron tres longitudes
diferentes de sustratos dsDNA por la helicasa PcrA, después de la mella por RepD en el origen oriD [28, 29]. En
todos los casos, el dsDNA tiene el sitio oriD en una posicion diferente con relacion a un extremo. El
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desenrollamiento por PcrA partiendo desde oriD es unidireccional, y por tanto cada sustrato es desenrollado por la
helicasa en extensiones diferentes. Las velocidades y y la extension de las reacciones estan en buena concordancia
con las determinadas en idénticas condiciones usando la fluorescencia de ftriptéfano [20]. Sin embargo, los
resultados obtenidos son de mucha mayor calidad: se evita la obtencion de la media de muchas trazas y las
correcciones importantes de fotoblanqueo cuando se emplea la fluorescencia de IDCC extrinseca. Ademas, el uso
dr IDCC-SSB permite también un analisis facil del efecto de las concentraciones de PcrA y RepD sobre el
desenrollamiento observado, que anteriormente habia estado limitado por la fluorescencia de los componentes como
ruido de fondo.

En otro ejemplo, se analizé el desenrollamiento de DNA plasmidico linearizado mediante un mutante deficiente en
nucleasa del B. subtilis AddAB helicasa-nucleasa (Figura 10). AddAB es un analogo funcional de RecBCD que esta
implicado también en el procesamiento de roturas de DNA para reparacion por recombinacion. Este analogo se une
estrechamente a extremos de DNA libres y, en presencia de ATP, transloca y desenrolla el DNA de modo rapido y
capacidad de procesamiento [30]. El resultado obtenido a partir del sensor IDCC-SSB se comparé directamente con
los de los ensayos de desplazamiento de colorante [1], en fuerza idnica tanto baja como alta. En fuerza i6nica baja
AddAB desenrolla >90% del DNA sustrato a una velocidad maxima observada de 400 nM nucleétidos.s-1
(equivalente a ~ 1000 bp s-1 por sitio de unién de AddAB), Como podria esperarse de una proteina de union de
DNA, el desenrollamiento de DNA catalizado por AddAB es menos efectivo en fuerza idnica alta, y tanto la extension
como la velocidad maxima observada (85 nM de nucleétidos.s-1) de la reaccién estan disminuidas. Es importante,
sin embargo, conocer que el ensayo de desplazamiento de colorante produce trazas similares a las obtenidas
empleando IDCC-SSB sin tener en cuenta la fuerza iénica; las velocidades maximas observadas son 340 y 110 nM
de nucleodtidos.s-1, respectivamente. Como era de esperar, la amplitud de desenrollamiento observada era
proporcional a la concentraciéon de DNA sustrato y la medida de una traza aislada de DNA sustrato 50 nM (en
nucledtidos) retenia una razon excelente de sefal a ruido (Figura 10b).

Discusion:

Se describe la caracterizacion de SSB de E. coli marcada con un Unico fluoréforo por subunidad para uso como un
biosensor sin reactivo para ssDNA. Aun cuando se ensayaron tipos diferentes de fluoréforos las mejores
propiedades de las sefales se obtuvieron con un derivado de dietilaminocumarina, IDCC. Cuando esta unido a la
cisteina de la SSB de E. coli G26C, el rendimiento cuantico de fluorescencia es similar al de la cumarina en una
molécula pequeiia en medio acuoso. Al unirse DNA a la SSB de E. coli hay un gran aumento de la intensidad de la
fluorescencia, pero esencialmente no hay cambio en la absorbancia de la cumarina.

Experimentos de competicion realizados con SSB de E. coli sin marcar, sugieren que esta ultima une ssDNA
~20 veces mas firmemente que lo que lo hace la IDCC-SSB de E. coli Incluso asi, la proteina marcada todavia fija
DNA muy firmemente y parece carecer de fijacion de dsDNA en las condiciones de salinidad alta empleadas en este
estudio. Fue posible realizar una titulacion de dT70 en tetrameros de IDCC-SSB de E. coli 2,5 nM. La forma de la
respuesta de fluorescencia era similar a la de la Figura 1, asi como la Kd >> 2,5 nM, pero no fue posible obtener
una estimacion del valor. Las cinéticas de asociacion y disociacion fueron modeladas utilizando un mecanismo de
dos etapas. De éste, la etapa 1 posee una constante de equilibrio (1/K1) de 518 nM. En cuanto a k+2 = 642 s-1y
k-2~ 0,1 s-1, la constante de disociacion global es ~ 80 pM.

El trabajo previo sobre las cinéticas [15] permitié distinguir tres etapas en el mecanismo de unién, mediante la
obtencién de resultados en resolucion de microsegundos empleando técnicas de relajacion. Las etapas fueron
interpretadas en términos de envoltura del DNA en torno al tetramero. Otro estudio [31] que utilizd, en particular,
DNA marcado con fluoréforos y métodos de flujo detenido (y asi tiempos de milisegundos). tenia un mecanismo de
union de dos etapas siendo la primera etapa, probablemente, una difusion regulada. En las presentes medidas, la
pendiente de la tangente a la hipérbola de la Figura 2B en baja concentracion de DNA es k+2K1 en términos del
mecanismo de la Ecuacién 1, asumiendo que la etapa 1 es rapida con relacion a la etapa 2. Esta pendiente es ~109
M-1s-1, lo que sugiere también que la unién puede estar regulada por difusion. Los estudios previos estimaron la
constante de velocidad de disociacién como 0,044 s-1 a 25°C y NaCl 200 mM, probablemente consistente con el
valor obtenido aqui. También pusieron de manifiesto que las cinéticas son muy dependientes de la concentracion
salina y de si el anién es cloruro o bromuro.

En las concentraciones utilizadas en la medida de cinéticas de disociacion, cualquier DNA disociado debe unirse
al cepo, SSB de E. coli sin marcar en .~25 s-1, incluso a la concentracion mas baja. Esto sugiere, asimismo, que la
disociacion es mas compleja que la simple separacion de DNA y proteina. Si el DNA se desenrolla en varias etapas,
la SSB de E. coli, cepo,. podria comenzar a unir a la cadena de DNA parcialmente separada, antes de la disociacion
completa desde la SSB de E. coli marcada. En este caso la unién bimolecular de la SSB de E. coli al cepo esta en
competencia no con la reunién bimolecular de SSB de E. coli marcada, al DNA, sino la re-envoltura unimolecular del
DNA parcialmente separado.

Los ensayos de helicasas demuestran que el complejo IDCC-SSB de E. coli puede utilizarse con alta resolucion de
tiempo y alta sensibilidad. Esta sonda no requiere cofactores y por tanto esta incluida en la clase de biosensores sin
reactivo. Los resultados sugieren que el ensayo es entre uno y dos ordenes de magnitud mas sensible que el uso de
la fluorescencia del triptofano con SSB de E. coli [3]. Este ultimo ensayo puede tener también limitaciones debido a
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fotoblanqueo e interferencia procedente de otras especies que absorben enla misma region de longitudes de onda
que el triptéfano. Aparte de aspectos de sensibilidad, el ensayo que utiliza IDCC-SSB de E.coli tiene la ventaja de
que la fluorescencia aumenta al formarse ssDNA, lo que hace potencialmente mas facil medir extensiones bajas de
reaccion frente a un ruido de fondo de fluorescencia bajo..

El uso de IDCC-SSB evita las limitaciones de la fluorescencia interna del triptéfano, con respecto a la carencia de
sensibilidad, fotoblanqueo e interferencia procedente de otras especies, tales como proteinas y acidos nucleicos
que absorben en la misma regién de longitudes de onda UV que el triptéfano. El uso de IDCC-SSB es entre uno y
dos ordenes de magnitud mas sensible que el uso de la fluorescencia interna del triptéfano en ensayos equivalentes
con helicasas, donde la disminucién maxima de fluorescencia es una tercera parte del valor de partida, en oposicién
a un aumento de ~6 veces con IDCC-SSB. Sin duda, es posible detectar facilmente el desenrollamiento de
concentraciones nanomolares bajas (en nucleotidos) de DNA con buena razén de sefial a ruido (Figura 10b).

Los ensayos que se basan en colorantes que se unen a dsDNA pueden ofrecer buena sensibilidad, pero pueden dar
por resultado fotoescision del DNA sustrato o inhibicién de la reaccién de interés [32, 33].Verdaderamente, no fue
posible obtener una sefial util del desenrollamiento de DNA mediante el sistema PcrA-RepD utilizando el ensayo de
desplazamiento de colorante (resultados no expuestos), Ademas, el tanto por ciento de carga del colorante sobre el
DNA puede afectar a su unién y a las propiedades de fluorescencia debido a amontonamiento de los sitios de union
[34]. Ademas, existe una disminucién de fluorescencia a medida que se forma ssDNA, Por el contrario, el ensayo
que emplea IDCC-SSB pone de manifiesto un aumento de fluorescencia al formarse ssDNA, lo que hace mas facil
medir bajas extensiones de reaccion frente a un ruido de fondo de fluorescencia bajo.

Consideraciones practicas del uso de IDCC-SSB en ensayos con helicasas, giran en parte sobre las propiedades
6pticas, como se ha indicado anteriormente. Las concentraciones apropiadas de IDCC_SSB afiadidas dependeran
de la sensibilidad requerida de la medida, de la afinidad de esta proteina para el DNA y de una razén adecuada de
SSB respecto a DNA. En alta fuerza idnica la constante de disociacién obtenida de una titulacién con dT70 es ~2,6
nM. Aun cuando ésta no tiene en cuenta la cooperatividad potencial en la union a DNA mas largos, proporciona una
guia con respecto a los limites inferiores de concentraciones. Ademas, con objeto de obtener una respuesta
relativamente lineal de DNA frente a fluorescencia, una buena consideracion de trabajo es usar el equivalente de
aproximadamente un monémero de IDCC-SSB por una longitud de cinco bases de ssDNA. Esto aseguraria que no
solamente permanecera en exceso el IDCC-SSB sobre el DNA cualquiera que sea el modo de unién, sino que
también la respuesta de sefial tendra aproximadamente una respuesta lineal, equivalente a la primera parte de las
titulaciones. A semejanza de muchos ensayos de fluorescencia, puede necesitarse una curva de calibraciéon para
una cuantificacién completa.

El IDCC-SSB puede utilizarse con alta resolucion de tiempo y ala sensibilidad para medir la actividad de helicasas
en soluciones masivas. Debido a la alta sensibilidad y al aumento de la fluorescencia durante el desenrollamiento de
dsDNA, este biosensor o variantes basadas en SSB pueden utilizarse potencialmente para el estudio de cualquier
transaccion de DNA que lleve consigo intermedios de DNA usando técnicas masivas, de alta productividad o de
moléculas sencillas.

. Rodamina-mutantes de SSB (W88C)
Resultados:

Con objeto de obtener ventaja de la longitud de onda mas larga y alta fotoestabilidad de la rodamina, ha sido
desarrollado un mutante de la SSB de E.coli de una cisteina solamente (W88C) marcado con
6-yodoacetamidotetrametilrodamina (6-IATR). Se obtuvieron intensificaciones de fluorescencia de ~4.5 veces en la
union de DNA con relacion a la fluorescencia, en ausencia DNA monocatenario.

Los espectros tanto de fluorescencia como de absorbancia muestran cambios grandes cuando se une DNA (Figura
6). El espectro de absorbancia muestra los cambios esperados de una desviacion del equilibrio monémero-dimero
para la rodamina. El dimero (Amax ~520 nm) posee un espectro de absorbancia diferente del del monémero (Amax
~550 nm) y tiene poca fluorescencia o no tiene fluorescencia en comparacion con el monémero [35]. Para este
aducto, el punto isosbéstico esta en 534 nm, 6 nm mayor que el del aducto de 6-IATR.-sulfonato de 2-mercaptoetilo
[36]. Por tanto se utilizé el mismo coeficiente de extinciéon (52 mM-1 cm-1) pero en 534 nm, con objeto de cuantificar
la proteina marcada..

Los espectros de fluorescencia ponen de manifiesto un aumento de fluorescencia de ~4,5 veces después de la
adicion o bien de dT70 (Figura 6) o poli-dT (el poli-dT consiste en cadenas de poli(dT) de diversas longitudes, cada
una de cuyas longitudes tiene, aproximadamente, algunos cientos de bases; resultados no expuestos). Una
titulacion de dTto en rodamina-SSB de E.coli (Figura 7) muestra un ascenso aproximadamente lineal de
fluorescencia hasta que la proteina esta saturada en 1:1 dT70: tetramero de SSB de E. coli. Un cambio de
fluorescencia similar se observé con poli-dT (resultados no indicados). Esto sugiere que la fluorescencia no resulta
afectada cuando dos tetrameros estan préoximos uno a otro a lo largo de un fragmento de DNA largo, en oposicion a
un tetramero que une una longitud de 70 nucleétidos, que es la longtud minima a enrollar en torno a un tetramero.
La titulacion indica también que existe una unién estrecha de DNA a rodamina-SSB de E.coli. La ligera curvatura es
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debida, probablemente, a la pequefia cantidad de proteina sin marcar que fija DNA mas estrechamente, como se ha
descrito anteriormente para el IDCC-SSb de E. coli marcado con cumarina.

Discusion :

Las propiedades opticas sugieren que la base del cambio de fluorescencia con esta rodamina-SSB de E. coli es el
cambio en extension de apilacion de dos mondmeros de rodamina cuando el ssDNA se une a la proteina. La
rodamina monémera posee un rendimiento cuantico alto de fluorescencia . Dos restos de rodamina, cuando
fisicamente estan préximos uno a otro y orientados correctamente, pueden apilarse [37, 41]. Esta propiedad de las
rodaminas ha sido utilizada anteriormente en muchos ensayos y en un biosensor de fosfato inorganico, utilizando
una proteina que une fosfato, doblemente marcada con rodamina (rodamina-PBP)[42]. El mecanismo mediante el
cual ocurre esta extincion tiene lugar por medio de un proceso denominado copulacién de exciton, ha sido discutido
[43-45]

En el caso de rodamina-SSB de E. coli, la cisteina aislada de cada subunidad da lugar a una sola rodamina. Segun
las estructuras cristalinas conocidas [12, 13} las cisteinas estan situadas en horquillas B y las horquillas de
subunidades adyacentes son paralelas y tienen una superficie que contacta unas con ofras. Segun estas
estructuras, esta region cambia poco en la unidon de DNA; la distancia existente entre los atomos de Ca de los dos
triptéfanos de subunidades adyacentes de proteina SSB de E. coli sin modificar permanece en ~ 1,8 mm. En la
estructura con DNA unido, parece improbable que las dos rodaminas situadas sobre horquillas adyacentes puedan
aplilarse una con otra: el DNA esta, probablemente, manteniendo estos bucles rigidos y crea una barrera fisica para
las rodaminas que se alcanzan una con ofra. La situacidon es menos clara para la estructura libre de DNA. Los
bucles pueden ser mas flexibles y la falta de DNA sobre la superficie permite mas libertad de posicion. Ademas, la
estructura posee un par de horquillas paralelas, antiparalelas con respecto a otro par, que cae adyacente; esto
refleja, posiblemente, interacciones de tetramero-tetramero

La rodamina-SSB de E. coli complementa la IDCC-SSB de E. coli marcada con cumarina. Esta ultima tiene un
cambio de fluorescencia mayor y posee la ventaja de que cualquier impureza de cumarina (tal como proteina
doblemente marcada o cumarina sin enlazar) aporte, probablemente, solo una fluorescencia baja al ruido de fondo.
La longitud de onda mas alta de la rodamina proporciona ventajas para la fuente optica y la fotoestabilidad, aun
cuando es probable que las impurezas de rodamina aporten fluorescencia alta al ruido de fondo.. Sin embargo, sin
purificacion extraordinaria alguna, se obtiene un cambio de fluorescencia de ~ 4,5 veces. Por consiguiente, esta
molécula es, probablemente, adecuada para aplicaciones tales como ensayos de alta productividad y estudios de
moléculas sencillas en donde puede usarse una luz intensa de excitacion.
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REIVINDICACIONES

1.- Una proteina de dominio de uniéon de DNA monocatenario, familia SSB, que comprende al menos un marcador
detectable unido a un aminoacido de la proteina, en donde las caracteristicas del marcador detectable se modifican
al unir DNA monocatenario.

2.- Una proteina segun la reivindicacion 1, que es sensible a la unién de DNA monocatenario, en donde el marcador
detectable se une a una regién de la superficie de la proteina.

3.- Una proteina segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde el marcador detectable se une por medio
de un resto de cisteina de la proteina.

4.- Una proteina segun la reivindicacion 3, en donde el resto de cisteina ha sido construido en la secuencia de la
proteina.

5.- Una proteina segun cualquier reivindicacion precedente, que es una SSB de E. coli modificada.

6.- La proteina segun la reivindicacion 5, en donde la SSB de E. coli modificada tiene una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:3 o SEQ ID NO: 4.

7.- Una proteina segun la reivindicacion 4, que es una SSB de E. coli mutada que tiene una secuencia de SEQ ID
NO: 1 que comprende:

i) la mutacién S92C, G26C o W88C, o

ii) un resto de cisteina construido en la secuencia de la proteina para reemplazar a uno o mas de los restos M23-A28
y K87-Q94.

8.- Una proteina segun cualquier reivindicacion precedente, en donde el marcador detectable es un marcador
fluorescente.

9.- La proteina segun la reivindicacion 8, en donde el marcador detéctale es una cumarina o una rodamina.

10.- Una proteina segun la reivindicacion 9, en donde el marcador se selecciona del grupo que consiste en
cumarinas tales como N-[2-(yodoacetamido)etil]-7-dietilaminocumarina-3-carboxamida; MANS, acido 2-(4-
maleimidilanilino)naftaleno-6-sulfénico (IDCC), N-[2-(1-maleimidil)etil]-7-dietilaminocumarina-3-carboxamida (MDCC),
Alexa Fluor 488 y Alexa Fluor 546, y rodaminas tales como 6-yodoacetamidotetrametilrodamina (6-IATR).

11.- Una proteina segun la reivindicacion 10, en donde el marcador es IDCC 6 6-IATR.
12.- Una proteina segun cualquier reivindicacion precedente, que comprende mas de un marcador detectable.

13.-Un procedimiento de preparacion de una proteina SSB segun cualquier reivindicacion precedente, que
comprende la modificaciéon de una SSB para incluir un marcador detectable unido a un aminoacido de la proteina.

14.- Un método para detectar DNA monocatenario en una muestra, que comprende las etapas de:
(i) mezclar la muestra con la proteina segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-12; y
(i) detectar un cambio en la mezcla que proviene de la interaccién entre el DNA monocatenario y la proteina SSB,

15.- Un método de seleccion de inhibidores de enzimas de tratamiento de DNA, que comprende analizar los niveles
de DNA monocatenario in vitro empleando una SSB segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-12 en presencia
y ausencia de los inhibidores, y analizar una alteracion de los niveles de DNA monocatenario.
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