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Resumen

Las HMGB son proteinas nucleares que presentan el motivo “HMG-box”, con el que se unen
al surco estrecho del ADN. Producen cambios estructurales en el mismo y estan implicadas
en diferentes enfermedades por lo que el estudio estructural de dichas proteinas unidas a
ADN es de importancia en el desarrollo de estrategias terapéuticas. Por otra parte, los
compuestos derivados de difenilo bisimidazolinio también se unen al surco estrecho del
ADN, especificamente en zonas ricas en AT (adenina-timina). Por ello se estudian como
potentes compuestos contra enfermedades tropicales causadas por la transmision de

parasitos cuyo genoma es rico en AT.

Mediante este proyecto se estudia la interaccion con el surco estrecho del ADN, en zonas
ricas en AT, de un farmaco derivado de difenilo bisimidazolinio y de proteinas HMGB
(NHP6A y HMGB1 box B). Para ello se expreso y purificd la proteina NHP6A, se obtuvo
cristales de complejos de ADN con la proteina NHP6A, HMGB1 box B y el farmaco

CRMV50; y se difracté mediante rayos X los cristales obtenidos.

La proteina NHP6A se obtuvo mediante la técnica del ADN recombinante, transformando la
bacteria Escherichia coli (cepa BL21(DE3)pLysS) con el plasmido pRJ1228. Este plasmido
contiene el gen que codifica la proteina NHP6A y un gen que le confiere a la bacteria
resistencia a la ampicilina (lo que permitié su seleccién). La expresion de la proteina se
indujo mediante la adicion de IPTG (isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido). Una vez
expresada la proteina, se rompio la célula mediante sonicacién para extraerla de su interior;
y se hizo un fraccionamiento inicial del extracto mediante la adiciobn de TCA para retirar
proteinas contaminantes. Luego, se realiz6 una serie de cromatografias para purificar la
proteina. Particularmente, se utilizé una cromatografia de intercambio catiénico (separacion

por carga) y una de exclusion molecular (separacion por tamafio).

Se realizaron ensayos cristalogréaficos de complejos proteina-ADN o farmaco-ADN,
empleando la técnica de difusién de vapor en gota colgante, a diferentes condiciones de
cristalizacion. Se obtuvieron cristales de buen tamafio y homogéneos a partir de NHP6A,
HMGBL1 box B y el farmaco CRMV50 (farmaco derivado de difenilo bisimidazolinio) con el
oligonucledtido AATTTAAATT. Estos fueron capturados, congelados y difractados mediante
rayos X en el sincrotron ALBA. Los datos obtenidos se procesaron mediante diferentes

programas de ordenador para predecir las caracteristicas basicas de cada estructura.
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1. Glosario

Nomenclatura
ADN: acido desoxirribonucleico.
ARN: acido ribonucleico.

AT: adenina-timina.

C-terminal: extremo carbonilo, final, de una proteina o polipéptido.

D: Dializado.

DOgo: densidad optica medida a 600 nm.

El: extracto inicial.

EMSA: Electrophoretic Mobility Shift Assay.
FPLC: Fast Protein Liquid Chromatography.

Fr: fraccién recogida durante una cromatografia.
FT: filtrado.

HMG: High Mobility Group.

HMG-box: motivo de unién al surco estrecho del ADN de las proteinas HMGB.

kADN: ADN del kinetoplasto. Red de ADN circular rico en zonas AT.

MDP: muestra de partida.

MWCO: Molecular Weight Cut-Off (masa molecular, en daltons, retenida en un 90% por una

membrana).

MWM: Molecular Weight Marker (estdndar para identificar el tamafio aproximado de las

moléculas analizadas durante una electroforesis).
ND: no disuelto.

N-terminal: extremo amino, inicial, de una proteina o polipéptido.
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o/n: overnight (toda la noche).
Oligo: oligonucledtido.

pb: par de bases.

pl: punto isoeléctrico.

Precip: precipitante.

rpm: revoluciones por minuto.

SDS-PAGE: Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (electroforesis
sobre un gel de poliacrilamida conteniendo dodecil sulfato de sodio).

TD: tesis doctoral.

TFM: trabajo de fin de master.

Vol: volumen.

Compuestos quimicos

AC: Acetato.

Amp: ampicilina.

Cac: cacodilato (acido arsinico).

CHES: &cido N-ciclohexil-2-aminoetanosulfénico.

Cm: cloranfenicol.

DTT: ditiotreitol (reactivo de Cleland — agente reductor).
EDTA: &cido etilendiaminotetraacético (agente quelante).
HEPES: N-(2-hidroxietil)piperazina-N-(2-acido etansulfonico).
IPTG: isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido.

LB: medio Luria-Bertani.

MES: &cido 4-morfolinoetanolsulfénico.

MPD: 2-metil-2,4-pentanodiol.
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mQ: agua ultrapura de tipo | obtenida a partir de agua potable con el sistema Milli-Q® de
Millipore.

PEG: polietilenglicol.

PMSF: phenylmethanesulfonyl fluoride (fluoruro de fenilmetanosulfonilo — inhibidor
proteolitico).

PSA: persulfato amonico.

RMN: resonancia magnética nuclear.

SA: sulfato amonico.

SPM: espermina.

TAE: Tris- acético-EDTA.

TCA: &cido tricloroacético.

TCEP: tris(2-carboxietil)fosfina (agente reductor).

TEMED: 1,2-bis(dimetilamino)etano (catalizador para la polimerizacion de acrilamida con
persulfato aménico).

TME: tamp6n de muestras para electroforesis.
TMSDS: tampdn de muestras para geles SDS.
Tris: tris(hidroximetil)aminometano.

TSDS: tampdn de cubeta para geles SDS.
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2. Prefacio

2.1. Origen del proyecto y motivacion

Las HMGB son proteinas nucleares que se caracterizan por presentar el motivo “HMG-box”.
A partir de esta region, de 75 aminoacidos, se unen al surco estrecho del ADN. Actdan
como un factor de unién de la cromatina produciendo alteraciones estructurales en el ADN e
interactuando con otras proteinas para facilitar diversos procesos celulares. Asi, estan
implicadas en la transcripcion, recombinacion y reparacion del ADN. También estan
implicadas en diferentes enfermedades por lo que el estudio estructural de dichas proteinas
unidas a ADN es de importancia en el desarrollo de estrategias terapéuticas. En este
proyecto se trabajard con la proteina NHP6A (con un dominio HMG-box) y con la proteina
HMGBL1 (con dos dominios HMG-box).

Adicionalmente, en estudios previos en el laboratorio del grupo MACROM, se han estudiado
compuestos de difenilo bisimidazolinio (sintetizados por el Dr. C. Dardonville del Instituto de
Quimica Médica de Madrid) como ligandos del ADN que se unen especificamente al surco
estrecho en zonas ricas en AT (adenina-timina). Por ello se estudian como potentes
compuestos contra enfermedades tropicales causadas por la transmision de un parasito
cuyo vehiculo es un mosquito, como la malaria y la tripanosomiasis. La malaria es causada
por Plasmodium falciparum cuyo genoma contiene grandes zonas de ADN rico en AT
(aprox. 80%) vy, en el caso de la tripanosomiasis, el KADN de Trypanosoma brucei tiene mas
del 70% de AT. Los farmacos utilizados para el tratamiento actual son de baja efectividad,
alta toxicidad, efectos secundarios y rapida resistencia del parasito. El estudio de la
estructura de farmacos derivados de difenilo bisimidazolinio con oligonucleétidos de
secuencias ricas en AT, mediante ensayos cristalogréficos, puede aportar informacion util

para el desarrollo de estrategias terapéuticas.
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3.

Introduccion

3.1. Objetivos del proyecto

Mediante este proyecto se pretende estudiar la interaccion con el surco estrecho del ADN,

en zonas ricas en AT, de un farmaco derivado de difenilo bisimidazolinio y de proteinas

HMGB, particularmente de la NHP6A y la HMGB1 box B, a través de cristalografia por

difraccién de rayos X.

Los principales objetivos del proyecto son:

Obtencién y purificacion de la proteina NHP6A.

Obtencion de cristales de complejos de ADN con la proteina NHP6A, HMGB1 box B y
un farmaco.

Difraccién de rayos X de los cristales obtenidos.

Andlisis de los datos obtenidos a partir de la difraccion por rayos X.

3.2. Alcance del proyecto

El proyecto abarcara diferentes etapas, comenzando por una busqueda bibliogréafica inicial y

terminando con la difraccion y el andlisis de los datos obtenidos. Las etapas cubiertas son:

Expresion de la proteina NHP6A: mediante el empleo de técnicas de ingenieria

genética, se introducira en la bacteria Escherichia coli el plasmido que contiene el
gen que expresa la proteina de interés. Este plasmido contiene ademas un gen que
confiere resistencia a la ampicilina, que permitird asegurarse de que el plasmido se
ha introducido correctamente en la bacteria. Una vez obtenido un volumen suficiente
de cultivo de la bacteria, se inducira la expresion de la proteina mediante la adicion
de IPTG.

Purificacion de la proteina NHP6A: Una vez expresada la proteina, ésta se purificara

hasta obtener muestras de elevada pureza para que se pueda cristalizar. En primer
lugar se sonicaran las bacterias para extraer la proteina del interior de la célula. Se
llevara a cabo un fraccionamiento inicial de las proteinas presentes para obtener un
extracto enriquecido en la proteina de interés y se combinaran distintas técnicas

cromatograficas para su purificacion. Todas las etapas serdn evaluadas por
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electroforesis.

- Ensayos cristalogréficos: se estudiard el complejo proteina-ADN (de la NHP6A

obtenida y de la HMGB1 box B ya disponible pura en el laboratorio del grupo de
investigacion MACROM en la ETSEIB) y farmaco-ADN. Para ello se empleara la
técnica de la gota colgante, con el fin de obtener cristales de gran calidad. Para
encontrar las condiciones Optimas de cristalizacion se variaran los siguientes
pardmetros: solucion de cristalizaciéon, pH, relacion y concentracién de complejos,
entre otros. Las gotas se guardaran a baja temperatura y su evolucion se

monitoreara con un microscopio de luz polarizada.

- Recogida de datos y andlisis: una vez se hayan obtenido buenos cristales, se

pescaran y se congelaran en nitrégeno liquido. Posteriormente, se difractaran
mediante rayos X en la linea BL13 de macromoléculas (XALOC) del Sincrotron
ALBA de Barcelona. Los datos obtenidos se procesaran mediante diferentes

programas de ordenador para encontrar caracteristicas basicas de las estructuras.
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4. Bases teoricas

4.1. El ADN

El ADN, o acido desoxirribonucleico, es una macromolécula que contiene las instrucciones
biol6gicas para el desarrollo, funcionamiento y reproduccién de cada especie. Estas
instrucciones se almacenan en segmentos de secuencia llamados genes y se utilizan para
la codificacibn de proteinas mediante los procesos conocidos como transcripcion y
traduccion. El tamafo de los genes es muy variable y sélo representan alrededor del 2% de
las secuencias de ADN. El resto del ADN es no codificante, es decir, no contiene la
informacién necesaria para la sintesis de proteinas (aunque a menudo esta involucrado en

la regulacién de tales procesos) [3].

Ademas de almacenar informacion, el ADN es capaz de replicarse. Esto ocurre previo al
proceso de division celular y asegura que las células hijas contengan la misma informacion

genética que la célula inicial [1].

En los organismos eucariotas, el ADN se encuentra dentro del nucleo celular en forma de
cromatina, cuya unidad fundamental son los nucleosomas. En los nucleosomas el ADN se
enrolla alrededor de un octdmero de histonas. EI ADN se desenrolla durante la replicacion
para que la informacién genética pueda ser copiada y se compacta en forma de

cromosomas para transferirse a cada célula hija durante la division celular.

41.1. Estructuradel ADN

El ADN esta formado por unidades repetitivas denominadas nucleétidos (Figura 4.1). Cada
nucleétido esta constituido por un azlcar, una base nitrogenada y un fosfato. La unién del

azucar con la base nitrogenada se llama nucledésido [1].

En el ADN el azlcar es una pentosa, 2-desoxirribosa. Las bases nitrogenadas se clasifican
en dos grupos: purinas y pirimidinas. Ambos son compuestos organicos aromaticos y
heterociclicos pero con varias diferencias. Las purinas estan compuestas por dos anillos
fusionados (uno de cinco atomos y el otro de seis), con un total de cuatro nitrdgenos; y las
pirimidinas son anillos de seis &tomos y contienen dos nitrogenos. En el ADN encontramos

las purinas adenina (A) y guanina (G), y las pirimidinas timina (T) y citosina (C) [1].
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La unién covalente del azucar con el fosfato se da mediante enlaces fosfodiéster que forman
el esqueleto de la molécula. Se dan entre el tercer y el quinto atomo de carbono de azlcares

adyacentes (Figura 4.1).
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Figura 4.1. Estructura de los nucledtidos del ADN [2]

Dado que los nucleétidos soélo se diferencian en la base nitrogenada, la ordenacion de los
mismos en la cadena genera un codigo de cuatro letras, correspondiente a las cuatro bases
guimicas (A, G, Ty C). El ADN humano consiste en aproximadamente 3 billones de bases y

mas del 99% es el mismo en todas las personas [2].

Las bases se unen entre ellas por puentes de hidrogeno. Las purinas se unen Unicamente
con su pirimidina complementaria, asi la adenina se une a la timina mediante dos y la
guanina se une a la citosina mediante tres puentes de hidrogeno [3]. Esta
complementariedad permite la union de dos hebras de ADN para dar su estructura
secundaria de doble hélice, formada por dos cadenas antiparalelas (una en direccion 5-3' y

la otra en direccion 3’-5’), como puede verse en la Figura 4.2.

~), d‘x“.’b
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Figura 4.2. Doble hélice del ADN [1]

En la disposicién helicoidal del ADN, dado que las hebras no se encuentran localizadas
simétricamente entre ellas, aparecen dos surcos, uno mayor y otro menor (Figura 4.2). En el
mayor, las bases son mas accesibles y suele ser el punto de contacto de proteinas con el
ADN.

Existen principalmente tres conformaciones del ADN: forma B, Ay Z (Figura 4.3). La forma
B fue descrita por Watson y Crick (1953) y es la mas abundante en la célula [2]. Aparece en
condiciones de humedad elevada, similar al ambiente fisiolégico, tiene 10 pares de bases
por vuelta, un surco mayor y uno menor. La forma A aparece en condiciones de humedad
escasa y tiene 11 pares de bases por vuelta; su surco mayor es mas estrecho y profundo
gue el de la forma B y su surco menor es mas ancho y menos profundo. Esto le da una
inclinacion con respecto al eje central de la hélice y aparece un hueco central. La forma Z es
una hélice levogira, tiene aspecto de zigzag y suele darse cuando hay una concentracion
elevada de iones de carga positiva en el medio que forman una barrera para los grupos
fosfato [1].

)
~), ‘;3'0-'!’
ETSEIB
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ADNA ADNZ

Vista lateral

34 nm

Vista superior

Figura 4.3. Modelos de las formas B, Ay Z del ADN [1]

Las principales caracteristicas de las diferentes conformaciones del ADN se resumen en la
Tabla 4.1.

Tabla 4.1 Comparacion de las propiedades de los ADN A, B y Z segun el analisis de rayos X de
cristales individuales [1]

FormaA FormaB FormaZ

Proporciones generales

Corta y ancha

Mas larga y delgada

Alargada y fina

Alzada por par de bases 23A 3,32 A 3,8A
Diametro de compactacion de la hélice 25,5 A 23,7 A 18,4 A
Sentido de rotacion de la hélice Dextrogira Dextrogira Levogira
Pares de bases por repeticion de la hélice 1 1 2
Pares de bases por vuelta de la hélice ~11 ~10 12
Rotacion por par de bases 33,6 35,9° -60° por 2 bp
Pendiente por vuelta de la hélice 24,6 A 33,2 A 45,6 A
Inclinacién de las normales de las bases con +19° -1,2° -9
respecto al eje de la hélice
Mediana de la torsion en “hélice de aeroplano” +18° +16 ~0

de los pares de bases
Ubicacion del eje de la hélice Surco mayor A través de los pares de
bases
Ancho y de profundidad  Aplanado sobre la
intermedia superficie de la hélice
Muy ancho y Angosto y de profundi- Muy angosto y profundo
poco profundo dad intermedia

Conformacion de los enlaces glucosidicos anti anti

Surco menor

Proporciones del surco mayor Muy angosto
y profundo

Proporciones del surco menor

antien C, sinen G

Por otro lado, el ADN se puede encontrar no sélo en forma lineal sino también como

cruciforme (four-way junctions), superenrollado (supercoiled), etc.
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4.1.2. EI ADNYy su union con proteinas

Las funciones del ADN dependen de su interaccion con las proteinas. Estas interacciones
pueden ser especificas, si la proteina se une a una secuencia Unica, o no especificas. Las
proteinas con interaccion especifica pueden reconocer la secuencia de forma directa, a
través de los puentes de hidrégeno de las bases y sus grupos metilo, o de forma indirecta
detectando la estructura general dada por el esqueleto de fosfatos de la secuencia [4].

En general, las proteinas que interactian con el ADN se denominan proteinas de union al
ADN. Entre ellas se encuentran las polimerasas, los factores de transcripcion, las metilasas,
ligasas, nucleasas, histonas, HMG, etc. Este tipo de proteinas suelen incorporar diferentes
motivos estructurales que facilitan su union con el ADN, como son: dedo de zinc, hélice-giro-

hélice, cremallera de leucina, entre otros.

4.2. Las proteinas HMGB y su unién con el ADN

Aungue menos abundantes que las histonas, las proteinas HMG (high mobility group) son
también muy importantes en la regulacibn de la cromatina. Estas proteinas son de
interaccion no especifica con el ADN, reconociendo particularidades de la cromatina en vez
de secuencias especificas, doblando tramos de nucleosomas y organizandolos para formar
la estructura del cromosoma. Béasicamente, su funcién gendmica principal es activar y
desactivar dominios de la cromatina haciéndola mas o menos accesible a los factores de
transcripcion. Tienen funciones de control de la expresion de genes y contribuyen a modular
la transcripcion frente a rapidos cambios ambientales. Para lograr estas tareas, deben

interaccionar con nucleosomas, factores de transcripcion e histonas [6].

La familia de las HMG se divide en tres grandes grupos de acuerdo a su motivo estructural
caracteristico de union al ADN: HMGA, HMGB y HMGN (Figura 4.4). La HMGA tiene un
motivo denominado AT-Hook, la HMGB tiene un motivo HMG-box y la HMGN tiene un
motivo de unidn a nucleosomas [7]. Las HMGB son las més abundantes, encontrandose

aproximadamente 1 HMGB por cada 10-15 nucleosomas.
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Figura 4.4. Estructura general de los grupos de proteinas de la familia HMG (izquierda) y
estructura del motivo HMG-box (derecha) [7]

El motivo de union al ADN caracteristico de las HMGB es el HMG-box (Figura 4.4). Tiene
forma de L compuesta por tres hélices a con un angulo de 80° entre los brazos. Las hélices |
y Il forman el brazo corto y la hélice lll, el brazo largo. El motivo HMG-box se une al surco
menor del ADN doblandolo de 60° a 110° hacia el surco mayor [8].

También puede unirse al ADN en conformaciones distintas a la forma B, como puede ser
doblado, enrollado o cruciforme con gran afinidad (Figura 4.5). También son capaces de
distorsionar el ADN doblandolo, haciéndolo girar y desenrollandolo [8]. Esta distorsion
depende de la intercalacién del ADN y la complementariedad de su forma, y permite el
acceso al ADN de los nucleosomas a los factores de transcripcion o a otras proteinas de

union especifica.

Figura 4.5. Sustratos de union de las HMGB [7]
De izquierda a derecha presenta: ADN doblado, cruciforme, superenrollado y asociado a un
nucleosoma.

Las proteinas HMGB candnicas contienen dos motivos HMG-box en tandem, box A 'y box B,

una cola acidica C-terminal y comparten mas del 80% de identidad. También existen HMGB
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con un solo HMG-box o mas de dos. La cola acidica consiste en tramos de residuos Glu/Asp
colocados consecutivamente. Esto hace que sus propiedades de uniébn al ADN vy

funcionamiento también difieran [8].

En humanos, existen tres tipos de HMGB: HMBG1 (215 aminoacidos), HMGB2 (209
aminoécidos) y HMGB3 (200 aminoacidos). Se distribuyen uniformemente en el nucleo de
las células y son capaces de actuar como citoquinas en la comunicacion extracelular. Esto
ocurre gracias a modificaciones postraduccionales que modulan las interacciones de las
mismas con la cromatina y determinan su reubicacion fuera del ndcleo hacia el citoplasma y

sSu secrecion.

En este proyecto se estudian dos proteinas del grupo HMGB: la HMGB1 (especificamente
su box B) y la NHP6A.

42.1. HMGB1

La HMGB1 (high mobility group protein B1l) es una proteina intracelular que puede
translocarse al nucleo, donde se une al ADN. Especificamente actlia como una chaperona
del ADN, involucrandose en su replicacion, transcripcion, modelado de la cromatina,

reparacion del ADN vy estabilidad del genoma [9].

Se conoce gue esta involucrada en la coordinacion e integracion de las respuestas inmune
innata y adaptativa, a la vez que media la autofagia celular. En el ambiente intracelular tiene
un efecto nocivo al actuar como molécula DAMP (danger associated molecular pattern),

amplificando la respuesta inmune durante el dafio de tejidos.

Es liberada al ambiente extracelular por células del sistema inmune, como macréfagos y
monocitos, para que actie como mediadora de inflamacion. Puede unirse a ADN,
nucleosomas, IL-1 beta, lipopolisacaridos y activa células al unirse a multiples receptores de
superficie [9]. Su sobreexpresion ha sido observada en enfermedades que involucran el
dafio y lesién a tejidos como: cancer, artritis, lupus, sepsis, etc [10]. Por ello, ha sido

propuesta como diana en la terapia contra el cancer [11] [12].

La Tabla 4.2 muestra las caracteristicas generales de la proteina HMGBL.
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Tabla 4.2. Caracteristicas generales de la proteina HMGB1

Caracteristica Descripcién
Nombres High mobility group protein B1
Cadigo ExPASy P09429 (Homo sapiens)
N° aminoécidos 214
Masa molecular 24762,5 Da
pl tedrico 5,60
1 11 21 31 41 51
| l
Secuencia 1 GKGDPKKPR GKMSSYAFFV QTCREEHKKK HPDASVNFSE FSKKCSERWK TMSAKEKGKF 60
61 EDMAKADKAR YEREMKTYIP PKGETKKKFK DPNAPKRPPS AFFLFCSE\"R PKIKGEHPGL 120
121 SIGDVAKKLG EMWNNTAADD KQPYEKKAAK LKEKYEKDIA AYRAKGKPDA AKKGVVKAEK 180
181 SKKKKEEEED EEDEEDEEEE EDEEDEDEEE )

Su estructura consiste en dos motivos HMG-box, box A y box B (Figura 4.6), cada uno con

el plegamiento caracteristico en forma de L [8].
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Figura 4.6. Estructura de la proteina HMGB1 [8]
Arriba: esquema de la estructura primaria y secundaria.

Abajo: estructura tridimensional (obtenida mediante RMN - resonancia magnética nuclear).

4.2.2. NHP6A

La proteina NHP6A (non-histone chromosomal protein 6A) es una proteina de la familia de
las HMGB capaz de producir doblamientos severos en el ADN. Esta involucrada
principalmente en procesos de modelado de la cromatina y transcripcion, al igual que en
procesos de organizacion de nucleosomas, replicacion, reparacion de errores y aumento de
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la fidelidad de la transcripcion, regulacion de la transcripcién y formacion de complejos para
la actuacion de ARN polimerasas [13].

A diferencia de la HMGBL1, su estructura presenta un unico motivo HMG-box, posee una
secuencia N-terminal catidnica y no posee la cola acidica C-terminal. Su box adopta la forma
de L caracteristica del HMG-box y es muy similar al box B de la proteina HMGBL1. Las
hélices | y Il forman el brazo corto y la hélice Ill el brazo largo (Figura 4.7).

o “Hélicealll
Secuencia cationica A
17-19 27-35 38-42 48-51 55-60 63-74 77-80 83-91
Pl — ] 93
" Leyenda ! Hélice | Giro " Hojap 52.54

v
ZLADPMORRDAAD R

A,
. nM..F»F.A,;NnE,.NvR,.D,A..V.,R,»s EaNGP.

A Ko W K By G Ly K Ky G Vi Qe G P 1!
L,

R R RN ENE L L LR R I AR £ B2 5 s e
>

T

Figura 4.7. Estructura de la proteina NHP6A [14][16]
Arriba: estructura secundaria de cada tramo de la proteina.

Abajo: estructura tridimensional (obtenida mediante RMN) y los aminoécidos que la forman.
La Tabla 4.3 muestra las caracteristicas generales de la proteina NHP6A.

Tabla 4.3. Caracteristicas generales de la proteina NHP6A

Caracteristica Descripcion
Nombres NHP6A - Non-histone chromosomal protein 6A
Cédigo ExPASy P11632 (Saccharomyces cerevisiae - cepa ATCC 204508 / S288c¢)
N° aminoéacidos 93
Masa molecular 10802,3 Da
pl tedrico 9,76
10 20 30 40 50
Secuencia MVTPREPKKR TTRKKKDPNA PKRALSAYMF FANENRDIVR SENPDITFGQ
60 70 80 90
VGKKLGEKWK ALTPEEKQPY EAKAQADKKR YESEKELYNA TLA

ETSEIB



Ensayos cristalograficos de complejos de ADN con proteinas HMG-box y farmacos Pag. 22

La actuacion de la NHP6A sobre el ADN ocasiona su doblamiento en un amplio rango de
angulos y facilita la formacion de estructuras de orden superior, mediante un mecanismo
similar a una bisagra flexible. El motivo box B de la NHP6A se coloca en el surco menor del
ADN vy lo dobla acercando los laterales de su surco mayor (Figura 4.8). Los amino&cidos 29
(metionina) y 48 (fenilalanina) se intercalan con el ADN para lograr el doblamiento [15].

Se cree que la presencia de la secuencia cationica es importante en la regulacion de su
habilidad para doblar el ADN [15]. Dicha secuencia estabiliza el complejo ADN-NHP6A
porgue lo envuelve desde el surco menor al mayor, proveyendo interacciones electrostaticas
entre la proteina y el ADN, ademas de estabilizar las fuerzas de repulsion entre los fosfatos

que ahora se acercan en el surco mayor del mismo.

Figura 4.8. Actuaciéon de la NHP6A sobre el ADN [15]
La secuencia catiénica de la NHP6A puede verse en color lila y los residuos intercalados en color
verde. Estructura obtenida mediante obtenida mediante RMN.

El estudio de la NHP6A ha resultado de particular interés porque contiene solo el motivo
HMG-box B y permite un enfoque mas simple al estudio directo de la formacion de
complejos entre el ADN y la proteina HMGBL1.

4.3. Unidn del ADN con farmacos

Los procesos de transcripcion y replicacion comienzan con la union de proteinas a una

secuencia del ADN. Esta unién activa una sefial que da inicio al proceso y puede ser imitada
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o impedida por moléculas pequefias que interactien o se unan con el mismo. De esta
manera, tales moléculas pueden actuar como farmacos activando o inhibiendo procesos del

ADN con fines terapéuticos [17].

Estos ligandos puedes tener diversas estructuras y pueden unirse o interactuar con el ADN

de diferentes maneras. Segun su mecanismo de accion pueden clasificarse en:

- Moléculas de unién al surco estrecho (minor groove binders): Estas drogas se unen

de forma no-covalente al surco menor del ADN y estan constituidas por una serie de
anillos aromaticos o heterociclicos con libertad rotacional. Esto permite que la
molécula se adapte al surco estrecho desplazando moléculas de agua. Ejemplo de
este tipo de moléculas son la distamicina y la netropsina, que actian como
antivirales y antitumorales. InteractGan con regiones ricas en AT formando puentes
de hidrégeno y mediante interacciones hidrofébicas [17]. La unién distamicina-ADN

puede verse en la Figura 4.9.

Distamicina

.“ n. w

Figura 4.9. Estructura de un complejo de distamicina (naranja) y ADN con unién por el

surco estrecho [17]

- Intercaladores: Compuestos arométicos planos o moléculas heteroarométicas que
se deslizan entre pares de bases, intercaldndose en el ADN y estabilizando el
complejo por interacciones 11-17 sin afectar el apareamiento de bases. El efecto de la
intercalacion es: la elongacion de la doble hélice alrededor de 3 A por molécula
intercalada, el desenrollamiento del ADN y la inhibicibn de la transcripcion y
replicacion por topoisomerasas [17]. El complejo ternario formado entre el ADN, el
intercalador y la topoisomerasa es letal para células en proliferacion, por lo que se
usan como antitumorales y antibacterianos. La actinomicina es un ejemplo de

intercalador y su interaccion con el ADN puede observarse en la Figura 4.10.
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Actinomicina

Figura 4.10. Estructura del complejo actinomicina (naranja) y ADN mediante
intercalacion [17]

- Alguilantes: Son compuestos altamente hidrofilicos que reaccionan con los grupos
nucledfilos del ADN formando enlaces covalentes. Los productos resultantes son
irreversibles e inhiben la transcripcion y traduccion. Los sitios mas susceptibles
son los sitios nucleofilicos y expuestos en los surcos de la doble hélice. Los
diferentes tipos de alquiladores son: metasulfonatos, triazinas, nitrosoureas y
compuestos de cisplatina [17]. Debido a que detienen los procesos celulares, se
usan como anticancerigenos. En la Figura 4.11 puede observarse la union de la
cisplatina con el ADN.

Cl

Cisplatina

_——,-——-/
\
“ »V .
——— —

Figura 4.11. Estructura de la unién covalente de la cisplatinay el ADN por el interior de la
cadena [17]

El enfoque de este trabajo estara centrado en el estudio de farmacos de unién al surco
estrecho del ADN, especificamente compuestos difenilo bisimidazolinio.
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43.1. Farmacos derivados de difenilo bisimidazolinio

Los farmacos del tipo difenilo bisimidazolinio son ligandos del ADN de unién al surco
estrecho. Los compuestos mas activos se unen de forma especifica y muy fuerte a

secuencias AT [18].

Este tipo de drogas presentan una potente actividad antiprotozoaria. Se usan para tratar
enfermedades como la tripanosomiasis (especificamente la enfermedad del suefio) y la
malaria. Los parasitos responsables de causar estas enfermedades, son Trypanosoma
brucei (gambiense o rhodesiense) y Plasmodium falciparum respectivamente.

El género Trypanosoma pertenece a un grupo de protozoos denominados kinetoplastidos.
Dichos parasitos, contienen una Unica mitocondria con un kinetoplasto. El kinetoplasto
consiste en una red de ADN mitocondrial compuesta por miles de circulos de ADN
topolégicamente unidos en un arreglo en forma de disco plano. Esta red de ADN
generalmente comprende dos tipos de ADN circular: un pequefio numero de maxicirculos
gue codifican ARN ribosémico y proteinas mitocondriales y miles de minicirculos [19] [20]
[21].

El ADN del kinetoplasto (KDNA) contiene numerosas secuencias AT, estrechamente
espaciadas y escalonadas, que producen estructuras de doble hélice curva. Estas
secuencias proveen un arreglo compacto de posibles dianas celulares para drogas que
tienen unién especifica a secuencias AT [19] [20] [21]. Por otro lado, Plasmodium

falciparum, a pesar de no poseer kDNA, contiene un 80% de A-T en su genoma [22].

Los farmacos del tipo difenilo bisimidazolinio entran en las células parasitarias rapidamente
y aparecen primero en el kinetoplasto. Este organulo se deteriora con el tiempo y
desaparece de la mitocondria de las células tratadas. Esto ocurre debido a la actuacion
sobre las extensivas secuencias AT, induciendo cambios en los minicirculos, que causan

una destruccion sinérgica de la red de ADN del kinetoplasto y la muerte celular [18].

En este trabajo se estudiard el farmaco del tipo difenilo bisimidazolinio denominado
CRMV50 (Tabla 4.4) (derivado fluorado del farmaco FR60 y sintetizado por el Dr. C.
Dardonville del Instituto de Quimica Médica en Madrid). Las secuencias de ADN escogidas

para los ensayos de cristalizacion con el farmaco CRMV50 son ricas en AT.
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Tabla 4.4. Caracteristicas del farmaco derivado de difenilo bisimidazolinio CRMV50

CRMV50
N H
Estructura ("NH /II\/MH %~ HN—
NSNS
H
;
Masa molecular 609,5 Da
pKa 9.09 0,10

! Medido por espectrofotometria de UV en agua (con 2 % v/v de DMSO) a 30 °C [23].

4.4. Fundamentos de cristalografia de rayos X

El disefio de farmacos se beneficia en gran medida del uso de la cristalografia, que nos
permite obtener datos estructurales a nivel atomico. Los cristales, debido a la disposicion
regular de sus atomos, dispersan los rayos X soélo en algunas direcciones especificas.
Mediante la determinacion de estas direcciones y de la intensidad de los haces dispersados,
se puede producir una imagen tridimensional de la estructura atdmica del cristal [24]. Los

conceptos necesarios para realizar ensayos de cristalografia se presentan a continuacion.

44.1. Estructuracristalina

La materia puede clasificarse en tres estados: sélido, liquido y gaseoso. En el caso de los
liquidos, la atraccién entre las moléculas vecinas mantiene a las particulas casi en contacto,
pero, gracias a la energia térmica, las particulas pueden salir del campo de atraccion y fluir.
Si se reduce el movimiento, las uniones entre las moléculas se vuelven mas estables y se
agrupan para formar un cuerpo rigido (al observarlo macroscépicamente). Las moléculas

tienden a adoptar un patron ordenado de baja energia conocido como estado cristalino [25].

Los materiales cristalinos contienen elementos constitutivos que se repiten de manera
ordenada y paralela y cuya distribucion en el espacio muestra ciertas relaciones de simetria.
Asi, la propiedad caracteristica y definidora del medio cristalino es ser periddico. Es decir, a
lo largo de cualquier direccion, y dependiendo de la direccion elegida, la materia que lo
forma se halla a distancias repetitivas y orientada paralelamente. Las distancias repetitivas

especificas son denominadas periodicidad traslacional [26].

Al estudiar la periodicidad traslacional en tres dimensiones, observando la geometria de la

repeticion en lugar del motivo que se repite, se obtiene la red cristalina. Esta red se puede
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describir completamente por una secuencia periddica de puntos separados por intervalos a,
b y c alo largo de las tres direcciones. Una celdilla unitaria (Figura 4.12) es la unidad de
volumen mas pequefia que contiene toda la informacion estructural (la distribucion de los
atomos y del espacio que les rodea) y toda la informaciébn de simetria (planos,
deslizamientos, ejes, centros de inversion) del cristal y que reproduce a éste por traslacion
repetida en las direcciones y longitudes de las aristas de la celda. Su tamafio viene
determinado por la longitud de sus tres aristas (vectores a, b, c), y la forma queda definida

por el valor de los angulos entre dichas aristas (a, 3, y) [25] [26].

Z
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Figura 4.12 Celdilla unitaria [27]

Existen dos tipos de celdilla unitaria: primitiva y no primitiva. La celdilla primitiva contiene un
solo punto de la red cristalina, formado por los puntos de la red en cada una de sus
esquinas. Las celdillas no primitivas contienen puntos de la red cristalina adicionales, ya sea
en una cara de la celdilla unitaria o dentro de ella, por lo que tienen mas de un punto de la
red por celdilla. En la Figura 4.13 se puede observar la comparacion entre una celdilla
primitiva y una no primitiva.

e © o o o o e o o e o
e © e o o o e o o e o o
e o I:I e o e o o e o
e o e e e ¢ ¢ ¢ © @ o
Celdilla primitiva Celdilla no primitiva

Figura 4.13. Celdilla unitaria primitiva y no primitiva [28]

El motivo que se repite en el cristal, es decir, el contenido de la celda unitaria, se denomina
unidad asimétrica y representa la unidad de volumen que contiene toda la informacion
estructural y que, por aplicacion de las operaciones de simetria, puede reproducir la celdilla
unitaria [27].
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Los sistemas cristalinos son resultados de la presencia de constricciones impuestas por la
simetria rotacional del cristal en la forma de la celdilla unitaria que se escoja para describir la
estructura. Para que una celdilla unitaria por repeticion pueda formar una red cristalina debe
pertenecer a uno de los siguientes sistemas cristalinos, mostrados en la Tabla 4.5.

Tabla 4.5. Caracteristicas de la celdilla unitaria en los sistemas cristalinos [28]
Sistema Longitudes Angulos Forma

Cubico a=b=c a=B=y=90°

Tetragonal a=b#c a=pf=y=90° \ \ \
e ——%
Ortorrémbico a¥b#c a=pf=y=90° r;

Monoclinico a¥b#c a=y=90°; B #90° \7[7\}
\\ Jl

g
N
Triclinico a¥b#c afB#y#90° h

Hexagonal a=b#c a=B=90°;y=120° *\“———-ﬁ/‘;,h__u
\

Tri l/ %"
rlgor,1a. a=b=c a=B=y#90° J f
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Es importante destacar que cuando la red cristalina se forma por repeticion de la celdilla
unitaria, los blogues no quedan alienados perfectamente uno con otro y forman un mosaico.
La mosaicidad hace referencia al grado de desorden interno del cristal, es decir, al grado de
divergencia existente en la orientacion de los bloques.

Existen 14 combinaciones Unicas de los 7 sistemas cristalinos con los posibles tipos de
redes primitivas y no primitivas denominadas redes de Bravais (Figura 4.14). En
consecuencia, unas redes tienen los puntos reticulares ubicados en los vértices y otras

tienen los puntos ubicados ademas en otras posiciones de la celdilla unitaria.

Cilbica simple Cibica centrada Cuibica centrada
en el cuerpo en las caras

simple en el cuerpo
' ﬁr ‘ -
. . d : E i
Ortorrémbica Ortormombica Ortorrémbica centrada Ortorrémbica
simple centrada en las bases en el cuerpo centrada en las caras
Monoclinica llnnu-c:hmt:a
simple centrada en las bases

Jj" D‘ﬁ'

Triclinica Hexagonal Romboédrica

Figura 4.14. Redes de Bravais [27]

El grupo espacial es el conjunto de operaciones de simetria geométrica que se han de

aplicar a la unidad asimétrica para generar la celda unitaria. De los 230 grupos espaciales
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gue existen, las macromoléculas s6lo pueden tener 65 grupos, debido a que no generan

enantiomeria, es decir, no tienen planos de simetria ni centros de inversion.

Las operaciones de simetria que pueden aplicarse son: traslacion, rotacion, reflexion,
centros de simetria y ejes de inversion (combinacion de rotacion y operaciones de simetria).
Solo existen 32 combinaciones permitidas de operaciones de simetria y se conocen como

grupo puntual o de simetria.

La red de Bravais de un grupo espacial viene determinada por el sistema cristalino junto con
la letra inicial de su nombre, la cual para los grupos no romboédricos es P, I, F o C que
corresponden a primitiva, centrado en el cuerpo (dos puntos reticulares), centrado en las
caras (cuatro puntos reticulares), o centrado en una cara (dos puntos reticulares). También
se indican traslaciones dentro de la red en forma de hélices y planos de desplazamiento
para completar la nomenclatura del grupo especial. Los grupos espaciales, organizados por

sistema cristalino para macromoléculas, se muestran en la Tabla 4.6.

Tabla 4.6. Grupos espaciales de macromoléculas

Sistema cristalino Grupo espacial
Triclinico P1
Monoclinico P2, P21, C2

P222, P212121, P21212, P2221, C222, C2221,
F222,1222, 1212121
P4, P41, P4z, P43, 14, 141, P422, P4212, P4122,

Ortorrémbico

Tetragonal P41212, P4:22, P42212, PAs212, P4s22, 14122, 1422
Trigonal P3. P3., P32, R3, P312, P321, P3121, P3112,
P3:21, P3212, R32
cibico P23, F23, 123, P213, 1213, P432, P4132, P4232,
P4332, FA32, F4:132, 1432, 14,32
P6, P6s, P61, P6s, P63, P62, P622, P6122, P6222,
Hexagonal

P6322, P6422, P6522, R3, R3;

4.4.2. Difraccion de rayos X

Los rayos X son un tipo de radiacion electromagnética con longitudes de onda entre 0,1 Ay
100 A, medida similar a las distancias interatémicas del cristal. Por este hecho, las

estructuras de los cristales difractan este tipo de radiacion.

La difraccion de rayos X se utiliza para identificar fases por comparacion con estructuras

conocidas, orientacion y pardmetros estructurales (grupo espacial, coordenadas atémicas y
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parametros de la celdilla) [28].

Cuando los rayos X inciden sobre una muestra, éstos pueden se transmitidos (con lo que
contindan con su direccién original) o pueden ser difractados por los electrones de los
atomos presentes en el material. El angulo formado entre el rayo incidente y el rayo
difractado es igual a 26, siendo 6 el angulo entre el rayo incidente y el conjunto del planos
sobre el que incide. Cuando dos rayos X incidentes son paralelos y la diferencia de longitud
de camino es un numero entero de longitudes de onda, forman una fuente de difraccion
coherente (en fase) a partir de dos planos adyacentes, denominada interferencia
constructiva. Al ocurrir esto, las intensidades de las ondas se suman y forman un onda de
mayor amplitud que puede ser capturada por un detector de rayos X. El fenébmeno descrito

puede explicarse por la ley de Bragg, cuya geometria esta representada en la Figura 4.15.

dpasin®

Figura 4.15. Ley de Bragg [28]

De acuerdo a la posicion de los planos puede lograrse interferencia constructiva y obtener
ondas detectables, por lo que resulta de gran utilidad al estudiar estructuras ordenadas

como son los cristales.

La version cristalografica de la Ley de Bragg puede observarse en la Ecuacion 4.1.

n.A = 2d.sené (Ecuacioén 4.1)

donde:

n = numero entero
A = longitud de onda
d = distancia entre planos de difraccion

8 = angulo de difraccion
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Si no se cumplen las condiciones descritas para la ley de Bragg, las ondas resultantes de
la difraccion estaran desfasadas. Esto ocasiona la cancelacion de las ondas difractadas,

lo que se denomina interferencia destructiva.

Las familias de planos cristalograficos descritas en la ley de Bragg deben ser
adecuadamente identificadas y para ello se usa un sistema de tres nidmeros enteros
denotados con las letras h, k y I. Los indices de un sistema de planos idénticos y
equidistantes se denominan indices de Miller [25] y se definen como los reciprocos de las
intersecciones que el plano determina con los ejes (X, y, z) del sistema cristalino definido.
Son ndmeros negativos (para indicar que el nimero es negativo se le coloca una barra
encima) o positivos y primos entre si. Se observan ejemplos de planos cristalograficos

con sus respectivos indices de Miller en la Figura 4.16.
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Figura 4.16. Ejemplos de planos cristalograficos con sus respectivos indices de Miller [28]

Para simplificar la representacion grafica de los experimentos de difraccion se puede
transformar cada familia de planos que obedecen la ley de Bragg en un punto Unico. Si se
construyen vectores desde un origen arbitrario perpendicular a cada familia de planos, con
longitudes equivalentes al reciproco de la distancia entre planos (d) de cada familia, se
genera una nueva red en el espacio con dimensiones lineales del reciproco de la longitud.

Las coordenadas de este espacio reciproco son h, ky [ [29].

La red cristalina real y su red reciproca estén relacionadas mediante una transformada de
Fourier. Su utilidad es notable a partir de una representacion gréfica de la ley de Bragg
denominada esfera de Ewald. Esta ilustra todas las posibles direcciones en que los rayos X

pueden ser reflejados por el cristal.

En esta construccion, el rayo incidente entra por la izquierda y pasa a través del cristal,
origen del espacio real. Una esfera cuyo radio es el reciproco de A se construye desde este
origen y el origen del espacio reciproco se toma con la interseccion de la esfera con el rayo

gue atraviesa el cristal. La esfera de Ewald y la red reciproca se ilustran en la Figura 4.17.
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Figura 4.17. Red reciprocay Esfera de Ewald [29]

Si un punto de la red reciproca de coordenadas (h,k,l) se encuentra sobre la superficie de la
esfera de Ewald, los planos de Miller con indices (h,k,l) daran lugar a un punto de difraccion

en la direccion definida por el centro de la esfera y ese punto de la red reciproca.
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5. Materiales y métodos

Para realizar ensayos cristalograficos de oligonucleétidos con proteinas y farmacos es
necesario realizar una serie de pasos previos. El proceso comienza con la obtencion de la
proteina a través de un cultivo de Escherichia coli, siguiendo con su purificacion, la
formacién de complejos y cristalizacion de los mismos. Una vez obtenidos cristales, son
sometidos a difraccion de rayos X y los resultados son interpretados para obtener datos de

la estructura de los complejos.

Los ensayos con la proteina NHP6A requirieron todos los pasos descritos, mientras que la

HMGB1 Box B purificada fue provista por el grupo de investigacion MACROM de la ETSEIB.

En el caso del farmaco evaluado, fue sintetizado por el Dr. C. Dardonville del Instituto de

Quimica Médica de Madrid.

El proceso general seguido para la obtencion de las proteinas y la realizacion de los

ensayos cristalogréaficos se muestra a continuacion en la Figura 5.1.

* Obtencion del ADN plasmidico
e Transformacion de Escherichia coli

Expresion de la . . .. .
5 ¢ Cultivo bacteriano de Escherichia coli

proteina

* Fraccionamiento con acido tricloroacético
e Cromatografia de intercambio catidnico

Purificacion de y ..
e Cromatografia de exclusion molecular

la proteina

e Técnica de difusidn de vapor - gota colgante
\/ ® Obtencidn de cristales de complejos
Ensayos * Difraccion de rayos X de los cristales
cristalograficos | o Ap3lisis de los datos obtenidos

4

Figura 5.1. Proceso general para la obtencion de informacion de la estructura de complejos
proteina-oligonucleétido

~), d‘x".’b
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5.1. Expresion de la proteina NHP6A

La obtencién de la proteina NHP6A se realiz6 a partir de la técnica del ADN recombinante.
Esta técnica consiste en introducir el gen seleccionado en el interior de un vector (plasmido)
y éste, a su vez, dentro de una célula. Al dividirse, las nuevas células formadas contienen el
gen de interés. Aprovechando la maquinaria celular, el gen se expresa, sintetizandose asi la

proteina codificada en el gen.

5.1.1. Produccién de ADN plasmidico

El ADN plasmidico de partida fue cedido por el Profesor Reid Johnson del Department of
Biological chemistry de la University of California. El plasmido recibido lleva el nombre de
pRJ1228 y contiene el gen que codifica la proteina NHP6A (gen diana) bajo la accién del
promotor T7. El gen de la NHP6A fue obtenido por el método de reaccién en cadena de la
polimerasa a partir del ADN de Saccharomyces cerevisiae al que se le construyeron sitios
de restriccion para las enzimas Ndel y BamHI en los extremos 5’ y 3’ respectivamente. Los
productos de la reaccion fueron digeridos mediante estas enzimas y ligados en el plasmido

pET-11a (Novagen), que puede verse en la Figura 5.2 [13].
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Figura 5.2. Mapa del plasmido pET-11ay esquema del plasmido pRJ1228 [30] [43]

Para producir el ADN plasmidico se partié de un cultivo de células competentes de la cepa
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XL1-Blue de Escherichia coli a las que se le introdujo el plasmido pRJ1228 y se siguio el
protocolo indicado en el lllustra™ plasmidPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare) para la rapida
extraccion y purificacion de ADN plasmidico a partir de cultivos de E. coli a pequefia escala
(“miniprep”). El procedimiento se basa en una lisis celular alcalina modificada, una
membrana de silice a la que se une el plasmido por la accion de sales caotropicas y la
elucion por medio de un buffer de baja fuerza iénica [31].

La Figura 5.3 muestra el esquema general del procedimiento seguido.

. i 18] 13
r - | = = =
| Ik Y |
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Cult|_vo Lisis Un,|on _del Lavado y secado Elucion
bacteriano plasmido

Figura 5.3. Esquema del protocolo del lllustra™ plasmiPrep Mini Spin Kit (Adaptada de [31])

En nuestro caso se partié6 de 8 ml de cultivo, repartidos en dos plasmidPrep Mini Spin a
realizar en paralelo, y, para obtener un stock concentrado, se realiz la elucién con 50 pl de

buffer (ver informacion detallada en el Anexo A).

5.1.2. Célula anfitriona

Una vez se tiene a disposicién el ADN plasmidico, se debe escoger la célula en la que se
llevaré a cabo la expresion de la proteina de interés, denominada célula anfitriona (host). El
pladsmido pRJ1228 contiene un marcador de seleccion, resistencia a la ampicilina, lo que
permite identificar y seleccionar Unicamente las células que hayan logrado incorporar el
plasmido. La resistencia a la ampicilina viene dada por el gen Amp® del pET-11a (Figura
5.2). Para poder utilizar este marcador de seleccién, las células usadas tienen que ser

sensibles al antibiético ampicilina.

La célula escogida, después de varios ensayos que se discutiran en el apartado 6.1.1, fue la
cepa BL21(DE3)pLysS de la bacteria Escherichia coli, resistente al cloranfenicol (Cm) pero

sensible a la ampicilina (Amp).

Como se ha explicado, el plasmido usado deriva de un pldsmido pET. El sistema pET se

basa en el control del promotor T7. El gen diana esta clonado en el plasmido y su expresion
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es inducida por la presencia de ARN polimerasa T7 en la célula anfitriona. Esta enzima es
muy selectiva y activa, logrando que casi todos los recursos de la célula se dediquen a la
expresion del gen diana. La expresion se induce por medio de IPTG (isopropil-3-D-1-
tiogalactopiranosido) [32].

En particular, las células pLysS proveen un control mas estricto, ya que codifican la lisozima
T7. Esta enzima actia como un inhibidor natural de la ARN polimerasa T7, por lo que
reduce su habilidad de transcribir genes diana en ausencia del inductor [32].

5.1.3. Transformacion, paso a medio liqguido e induccion de la expresion

La transformacion consiste en la introduccién del plasmido en la célula competente (capaz
de incorporar el plasmido y mantenerlo estable durante la replicacién), llevando a cabo un
proceso quimico o fisico. Una vez transformadas, las células pasan a medio liquido donde
crecen y, por ultimo, se induce la expresion de la proteina de interés. Todos los procesos se
realizan en condiciones que minimicen la contaminacion por agentes externos, utilizando

materiales estériles y procurando mantenerse en todo momento al lado de la llama.

El protocolo realizado para la transformacién, paso a medio liquido e induccién de la

expresion se presenta a continuacion.

5.1.3.1. Transformacioén

- Preparar 2 litros de medio LB (Luria-Bertani), disolviendo en agua mQ (Milli-Q®): 20 g
de triptona, 10 g de extracto de levadura y 20 g de cloruro de sodio. Esterilizar
utilizando autoclave (30 minutos a 121 °C).

- Descongelar en hielo las células competentes de la cepa BL21(DE3)pLysS de
Escherichia coli.

- Preparar dos tubos Eppendorf (1,5 ml) estériles y etiquetar uno como el control (-) y
el otro como transformacion (+). Afiadir 100 ul de células competentes a cada tubo.

- Agregar 1 pl de una miniprep de pladsmido pRJ1228 que codifica la proteina NHP6A
al tubo identificado como transformacion (+).

- Colocar los tubos en hielo durante 20 minutos.

- Realizar un choque térmico a las células colocando los tubos en un bafio a 37 °C
durante 5 minutos.

- Dejar alos tubos 2 minutos en hielo.

- Agregar 1 ml de medio LB a temperatura ambiente a cada uno de los tubos.
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- Incubar durante 1 hora en un bafio a 37 °C. Este tiempo les servird a las células de
periodo de recuperaciéon ante los cambios de temperatura previos que facilitaron la
incorporacion del plasmido.

- Atemperar dos placas de agar (15 g por litro de LB) conteniendo medio LB, Amp en
concentracion de 50 pg/ml (resistencia del plasmido) y Cm en concentracion de 34
pg/ml (resistencia de la cepa). Identificar una como el control (-) y la otra como
transformacion (+).

- Centrifugar a 1000 g durante 2 minutos para concentrar las células en el fondo del
tubo y sembrar un volumen menor.

- Eliminar sobrenadante hasta dejar aproximadamente 100-200 ul y resuspender el
sedimento con ayuda de una micropipeta.

- Sembrar las células sobre las placas usando el asa de siembra (espéatula de
Drigalsky) y procurando cubrir toda la superficie. Dejar reposar durante unos minutos
para garantizar la absorcion.

- Invertir las placas y colocarlas en la estufa a 37 °C o/n (overnight — hasta el dia

siguiente).
5.1.3.2. Paso a medio liquido

- Observar la placa de control (-) y verificar que no haya crecido ninguna colonia de
bacterias. Las células de control, o no transformadas, no poseen el plasmido con el
gen de resistencia a la ampicilina por lo gue no que no deberian crecer en la placa.

- Picar dos colonias de las células transformadas (+), cada una sobre un tubo
conteniendo 3 ml de medio LB, 3 pl de Amp a 50 mg/ml (para dar una concentracion
de 50 pg/ml) y 3 pyl de Cm a 34 mg/ml (para dar una concentracion de 34 pg/ml). Si
se quisiera partir de un stock congelado de células transformadas en glicerol, se
debe rascar la superficie con un asa de siembra y colocarlas dentro del tubo
descrito.

- Incubar en agitacién (250 rpm) y a 37 °C durante 5-6 horas. Al final de este periodo
debe notarse turbidez en los tubos.

- Pasar los 3 ml de cultivo (del tubo con el mejor resultado) a un Erlenmeyer de 500 ml
gue contenga 150 ml de medio LB, 150 pyl de Amp a 50 mg/ml (para dar una
concentracion de 50 pg/ml) y 150 pyl de Cm a 34 mg/ml (para dar una concentracion
de 34 pg/ml).

- Incubar en agitacion (250 rpm) y a 37 °C o/n.
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5.1.3.3. Induccién de la expresién

- Atemperar 2 litros de medio LB en un bafio a 37 °C y pasar cada litro de medio LB a
un Erlenmeyer de 3 litros de capacidad. Agregar 1 ml de Amp a 50 mg/mly 1 ml de
Cm a 34 mg/ml a cada Erlenmeyer.

- Agregar un volumen de cultivo tal que la DOgq (densidad Optica/absorbancia medida
a 600 nm) sea 0,1 - 0,2. Esto impide que el huevo medio se sature. Leer DOgyo en el
espectrofotometro.

- Incubar en agitacion (250 rpm) y a 37 °C hasta alcanzar una DOgy de 0,6. Esto
ocurre aproximadamente en menos de 2 horas (considerando a modo de referencia
gue durante la primera media no hay crecimiento y luego cada media hora ocurre
una replicacion). Leer DOgy €n el espectrofotdbmetro. Tomar un control electroforético
de 100 pl.

- Inducir la expresion con IPTG (isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido) 1 mM
(agregando 1 ml de IPTG 1 M a cada litro de cultivo).

- Incubar en agitacion (250 rpm) y a 37 °C durante 3 horas. Leer DOgy €n el
espectrofotometro. Tomar un control electroforético de 100 pl.

- Centrifugar a 5000 g (5400 rpm en un rotor SLA-3000 SS34) durante 10 minutos
para recuperar las bacterias en el sedimento. Eliminar sobrenadante.

- Congelar el sedimento bacteriano usando nitrégeno liquido y almacenar a -80 °C en

un tubo Falcon.

Tratamiento _de los controles electroforéticos: cada alicuota separada como control

electroforético se centrifugara a 1000 g durante 5 minutos. El sobrenadante se eliminara
y el sedimento se resuspendera usando 40 pl de TMSDS (tampon de muestra para
electroforesis SDS-PAGE). Cada alicuota se almacenara a -20 °C. Normalmente, se

cargan 10 pl de cada muestra en un gel de 10 pocillos y 1,5 mm de grosor.

5.1.4. Tratamiento del sedimento bacteriano

La proteina NHP6A, al igual que la mayoria de las proteinas recombinantes, es un producto
intracelular. Esto indica que para obtenerla se debe realizar la ruptura de las células que la
contienen. Adicionalmente, debe separarse de los restos de la célula y otros productos de la

bacteria para obtener un extracto enriquecido que facilite su purificacion.
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5.1.4.1. Ruptura celular

La ruptura celular se puede realizar mediante métodos mecanicos, que implican la
disrupcién de la membrana, y mediante métodos quimicos o fisicoquimicos, que
desestabilizan la membrana. Entre los métodos mecanicos, se encuentra el uso del
sonicador que produce vibraciones ultrasénicas, promoviendo la formacion de burbujas,

cuyo colapso rompe las células.
El protocolo seguido se presenta a continuacion.

- Pasar el sedimento bacteriano congelado a 2 tubos Falcon siliconados.

- Resuspender utilizando 50 ml de tampén de procesado (25 ml de tampo6n por cada
litro de cultivo). EI tampon de procesado contiene: 50 mM NaCl, 50 mM HEPES, 1
mM EDTA, 1 mM DTT y media pastilla de inhibidor de proteasas (Complete protease
inhibitor tablets de Roche) a pH 8,0. El proceso debe hacerse pipeteando en hielo.

- Sonicar el sedimento resuspendido durante 8 ciclos de 30 segundos, al 45 % de
potencia maxima del equipo (Bandelin SONOPULS HD2200 — Figura 5.4). €El
proceso debe hacerse en hielo para evitar que la sonicacién aumente la temperatura

de la muestra.

_—
!
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Figura 5.4. Sonicador Bandelin SONOPULS HD2200 [33]

- Centrifugar a 12000 rpm (en un rotor SLA-3000 SS34) a 4 °C durante 45 minutos.
Descartar sedimento (compuesto de restos celulares) y tomar un control
electroforético del sobrenadante (25 pl + 25 pl de TMSDS 2x [2 veces concentrado]).

El sobrenadante se identificard como extracto inicial (El).
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5.1.4.2. Fraccionamiento del extracto inicial

Después de la sonicacion y centrifugacion realizada se obtiene una solucién de la proteina
NHP6A acompafiada de muchas otras proteinas bacterianas. Una de las formas mas
comunes de separar algunas de ellas es por diferencias de solubilidad, fraccionando
diferentes subpoblaciones de proteina (por ejemplo, precipitando selectivamente mediante
la adicion de sales o con el cambio de pH). Algunos de los métodos mas usados son la
precipitacion por la adicion de sulfato amonico y el fraccionamiento con TCA (&cido

tricloroacético).

La precipitacion por la adicion de sulfato amoénico se basa en los fenédmenos de salting in y
salting out. A baja concentracion, la solubilidad de una proteina aumenta con la adicién de
sales, siendo el anion sulfato el de mayor efecto sobre dicha solubilidad, lo que se conoce
como salting in. A medida que se agrega mas sal, la solubilidad de la proteina disminuye, lo
gue se conoce como salting out. De esta forma, el método de separacion de sulfato amonico
consiste en agregarlo justo por debajo del punto de precipitacion de la proteina de interés y
separar por centrifugacion proteinas contaminantes. Ensayos de precipitacion con sulfato
amonico se pueden encontrar en el apartado 6.1.2.

Un método ampliamente utilizado para el fraccionamiento de proteinas es la adicion de
acido tricloroacético (TCA) a bajas concentraciones. Durante este trabajo, éste ha sido el

método elegido para obtener un extracto enriquecido en NHP6A (apartado 6.1.2).

El mecanismo molecular por el que el TCA induce la precipitacion de proteinas no es bien
conocido. Se ha propuesto que el proceso ocurre debido a cambios conformacionales en la
proteina por la naturaleza acidica del TCA o por la remocion de la capa de agua que rodea a
la proteina [42]. A concentraciones hasta el 5%, la cantidad de proteina precipitada aumenta
con la concentracion de &cido usada. EI maximo de precipitacion de proteina se obtiene en
el rango entre 5-45%; a concentraciones mayores al 45% ocurre un subito descenso de la
cantidad de proteina precipitada, dejando de precipitar casi por completo a concentraciones

mayores al 60%.

Yen, Wong y Johnson [44] realizan una primera precipitacion al 2% de TCA para eliminar
proteinas contaminantes y una segunda precipitacion al 10% de TCA para recuperar la
proteina NHP6A (reportan que no se desnaturaliza y conserva su actividad al ser

precipitada). En el caso de este estudio, se trabajo con una concentracion del 2% para
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retirar proteinas contaminantes en el precipitado y recuperar la proteina NHP6A en el
sobrenadante (sin precipitarla a modo de precaucion).

El protocolo seguido se muestra a continuacion:

- Medir exactamente el volumen del El obtenido.

- Pasar el El a un Erlenmeyer de 100 ml.

- Agregar TCA 100% hasta alcanzar un 2% de concentracion en la solucion.

- Dejar 30 minutos en hielo.

- Centrifugar a 12000 rpm a 4 °C durante 30 minutos, repartiendo la solucién en dos
tubos.

- Reservar el sobrenadante. Redisolver el sedimento con 5 ml de buffer de equilibrado
(5 ml por tubo). El buffer de equilibrado contiene: 100 mM NaCl, 10 mM Tris, 1 mM
EDTA, 1 mMDTT apH 7,9.

Nota: Seguido de la precipitacion con TCA, se espera encontrar la proteina en el
sobrenadante. Sin embargo, se trata el sobrenadante y el sedimento, hasta que se

pueda verificar si se ha logrado separar la proteina adecuadamente.

5.1.4.3. Diélisis

Luego de la adicion de TCA como precipitante, la proteina se encuentra en medio acido, por
lo que es conveniente neutralizar rapidamente para minimizar el riesgo de desnaturalizacion.
Esto se realiza mediante un proceso de didlisis frente al buffer (ver siguiente pagina)

reguerido para iniciar la purificacion de la proteina.

La dialisis es un fendbmeno que permite que las moléculas grandes (como la proteina
NHP6A) y las moléculas pequefias (las sales y proteinas de baja masa molecular) de una
disolucion puedan separarse por difusion selectiva a través de una membrana
semipermeable. Como consecuencia, se puede cambiar la composicion de la solucion en la

que se encuentra la proteina.

De esta manera, el proceso de dialisis prepara a la proteina, colocandola en una disolucién
adecuada para comenzar la purificacién. El esquema general del proceso de dialisis se

muestra en la Figura 5.5.
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Figura 5.5. Esquema del proceso de dialisis [34]
Las moléculas mas pequefias que el MWCO de la membrana salen hacia la solucion de buffer de

equilibrado. La renovacion de solucién de didlisis permite aumentar el gradiente de concentracion y

gue el proceso avance mas rapidamente.
El protocolo seguido se presenta a continuacion:

- Hidratar dos membranas de celulosa regenerada Spectra/Por® de 3500 MWCO
(molecular weight cut-off) en un vaso de precipitados conteniendo agua mQ, durante
media hora. El tamafio de cada seccion de membrana debe calcularse considerando
el valor de volumen por cm de cada membrana y agregando 4 cm adicionales para
colocar las pinzas.

- Colocar una pinza en uno de los extremos de cada bolsa de didlisis, asegurandose
de que se encuentra firme.

- Colocar el sobrenadante proveniente de la precipitaciéon con TCA en una bolsa de
dialisis y el sedimento resuspendido de dicha precipitacion en la otra bolsa.

- Cerrar cada bolsa de didlisis con una pinza, de modo que la superficie de la bolsa
guede tensa.

- Sumergir las bolsas de dialisis en un vaso de precipitados conteniendo 2 litros de
buffer de equilibrado (100 mM NaCl, 10 mM Tris, 1 mM EDTA, 1 mM DTT a pH
7,88), durante 4 horas.

- Transferir las bolsas de dialisis a otro vaso conteniendo 4 litros de buffer de
equilibrado y mantenerlas de esta forma o/n.

- Transferir las bolsas de didlisis a un vaso de precipitados conteniendo 1 litro de
buffer de equilibrado, durante 3-4 horas.

- Tomar 24 pl como control electroforético de cada bolsa y almacenar las soluciones

dializadas a -20 °C.

ETSEIB
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Una vez finalizada la didlisis, si el contenido de las bolsas presentara material no
disuelto (ND), debe centrifugarse a 12000 rpm (a 4 °C) durante 10 minutos, previo al

almacenamiento.

Tratamiento de los controles electroforéticos: cada alicuota separada como control

electroforético se mezclara con 8 yl de TMSDS 4x (4 veces concentrado) y se

almacenard a -20 °C.

5.2. Purificaciéon de la proteina NHP6A

Después del proceso de dialisis, se tiene una mezcla de proteinas producidas por la
bacteria, entre las cuales se encuentra la NHP6A, que puede separarse de acuerdo a sus

propiedades. Para ello, se realiz6 una secuencia de cromatografias.

La cromatografia es una técnica de purificacion de proteinas que permite separarlas en
funcion de sus propiedades fisico-quimicas. Este proceso ocurre en una columna empacada
con una matriz (fase estacionaria) por la cual se hace pasar una solucién en la que se
encuentra la proteina (fase movil). Las proteinas se separan de acuerdo a diferentes tipos
de uniones entre la fase mdvil y la fase estacionaria, consecuencia del tipo de matriz usada.
Estas uniones hacen que las proteinas se desplacen a diferentes velocidades por la fase
estacionaria. Por Ultimo, las proteinas unidas a la matriz son eluidas mediante una solucion

de las mismas caracteristicas que la fase movil o mediante una solucién modificada.

En la purificacion de la proteina NHP6A se utiliz6 la cromatografia de intercambio iénico y
exclusién molecular. De esta forma, la proteina se separa en base a su carga y a su

tamanfio, respectivamente.

5.2.1. Cromatografia de intercambio i6nico

La cromatografia de intercambio i6nico se basa en la afinidad de los iones en solucién por
los sitios de polaridad opuesta que se encuentran en la fase estacionaria. De esta forma,

separa a las moléculas en base a las cargas netas de sus superficies [35].

La carga neta de una proteina viene dada por el tipo de aminoacidos que tiene en su
superficie y por el ambiente quimico en el que se encuentra. Asi, la separacion de diferentes
sustancias se lleva a cabo porque éstas tienen diferentes grados interaccion con el

intercambiador i6nico debido a diferencias en sus cargas, densidades de carga y
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distribuciones de carga en su superficie. Estas interacciones pueden ser controladas
variando condiciones como la fuerza iénica y el pH [35].

De acuerdo al grupo cargado que contenga la matriz del intercambiador se diferencian dos
tipos de cromatografia: intercambio aniénico (matriz con grupos funcionales positivos) e
intercambio catiénico (matriz con grupos funcionales negativos (Figura 5.6)). La proteina
NHPG6A tiene una carga neta positiva por lo que se utiliza una cromatografia de intercambio

cationico.

Los grupos cargados de la matriz se asocian a contraiones moviles. Estos contraiones

pueden intercambiarse reversiblemente a otros iones de la misma carga sin alterar la matriz.

Fuerza Fuerza

Mezcla de proteinas i6nica baja  iénica media

Matriz cargada
negativamente Columna

\
Proteina Proteina
muy negativa

positiva : Fracciones
Frotsing colectadas

menos

positiva

Figura 5.6. Esquema del proceso de cromatografia de intercambio catiénico [36]
Al iniciar la cromatografia, los grupos de la fase estacionaria estan unidos a contraiones. Al cargar la

muestra, las proteinas cargadas positivamente desplazan a los contraiones y se unen reversiblemente
a la columna. Al comenzar a eluir a condiciones de fuerza ionica baja, se colectan fracciones de
moléculas negativas que no se unieron a la columna. Al aumentar la fuerza iénica, se recogen
fracciones de las proteinas positivas con uniones débiles a la columna; y por Ultimo, se recogen

fracciones de las proteinas positivas con uniones fuertes a la columna.
Las cromatografias de intercambio i6nico se llevan a cabo en 5 etapas generales [35]:

1. Eaquilibrado: el intercambiador iénico se encuentra en las condiciones apropiadas de

pH y fuerza ibnica, lo que permitira la union de las moléculas de soluto. En este

Ty
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estado inicial, los grupos que se intercambiarén estan asociados con sus respetivos
contraiones.

Carga de la muestra y adsorcion: las moléculas del soluto llevan a cabo el apropiado

desplazamiento de carga de los contraiones y se unen reversiblemente al gel. Las
substancias que no se unen son eluidas del intercambiador usando el buffer inicial
de equilibrado.

Desorcion de la muestra: las condiciones de elucién cambian, al desfavorecer la

formacion del enlace i6nico de las moléculas de la muestra y el intercambiador. Esto
normalmente se logra aumentando la fuerza idnica del buffer de elucion o
cambiando su pH.

Remocion de sustancias no eluidas.

Re-equilibrado: se regresa a las condiciones iniciales para la siguiente purificacion.

Se utilizd una columna HiTrap SP FF de GE Healthcare, de 5 ml de resina (Figura 5.7). Esta

columna contiene como matriz sefarosa con el grupo sulfopropil (SP) como intercambiador

cationico fuerte.

La cromatografia de intercambio catidnico usada para purificar la proteina NHP6A se realiz6

en un equipo FPLC (fast protein liquid chromatography) AKTA Purifier 10 de GE Healthcare

(Figura 5.7). Este equipo permite la ejecucion y monitorizacion automética de todas las

etapas de la cromatografia.

Figura 5.7. Columna HiTrap SP FF (izquierda) y FPLC AKTA Purifier 10 (derecha) de GE

Healthcare [37]

Las soluciones utilizadas fueron las siguientes:

Buffer de equilibrado: 100 mM NacCl, 10 mM Tris, 1 mM EDTA, 1 mM DTT a pH 7,9.
Buffer de elucién: 1 M NaCl, 10 mM Tris, 1 mM EDTA, 1L mM DTT apH 7,9.
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- Etanol 20%.

Nota: todas las soluciones se filtraron (0,22 ym) y se desgasificaron antes de usar para
evitar la entrada de aire o particulas al equipo.

El protocolo seguido se muestra a continuacion:
Preparacién del equipo

- Realizar un prelavado con etanol 20% durante 5 minutos.

- Conectar loop de 10 ml (depende del volumen de muestra a tratar) y lavar
manualmente con 4 volumenes de etanol 20% (40 ml).

- Con bajo flujo de etanol, conectar la columna HiTrap SP FF.

- Lavar la columna con 2 volimenes de etanol 20% (10 ml).

- Lavar los tubos del equipo haciendo pasar 4 volimenes de agua (20 ml).

- Encebar los tubos del equipo con el buffer correspondiente utilizando la herramienta
Pump Wash Basic.

- Lavar la columna con un volumen de buffer de equilibrado.

- Lavar la columna con 5 volimenes de buffer de elucién.
Equilibrado

- Equilibrar con 10 volimenes de buffer de equilibrado.

- Lavar el loop manualmente con 3 volimenes de buffer de equilibrado.
Preparacién y carga de la muestra

- Descongelar la muestra en hielo.

- Centrifugar a 12000 rpm durante 10 minutos y colocar sobrenadante en un vaso de
precipitados de 20 ml. Tomar ND y 10 pl de sobrenadante como controles
electroforéticos. El sobrenadante ser4 denominado MDP (muestra de partida).

- Inyectar la MDP en el loop, con ayuda de una jeringa de 10 ml, mientras se hace
pasar buffer de equilibrado por la columna.

- Cargar (load) muestra a la columna, haciendo pasar 20 ml de buffer equilibrado por

el loop y hacia la columna.
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Ejecucién del programa

Programar la lectura de absorbancia a 220 nm (enlace peptidico), 260 nm (ADN
contaminante) y 280 nm (grupos aromaticos de las proteinas). El cromatograma
obtenido permitira detectar la elucion de la proteina de interés.

Poner en funcionamiento la recoleccién de muestras, programando al equipo para
tomar fracciones de 2 ml.

Ejecutar un gradiente continuo de 90 ml desde 100 mM de NaCl (buffer de
equilibrado) hasta 1 M de NacCl (buffer de elucion).

Hacer pasar un volumen de buffer de elucion.

Observar en el cromatograma las fracciones correspondientes al pico de
absorbancia a 280 nm y colocarlas en hielo (debidamente identificados). En ellos
debe encontrarse la proteina NHP6A. Tomar 5 ul de cada uno como control

electroforético.

Re-equilibrado

Si se desea volver a utilizar la columna, lavar los tubos del equipo con 10 volumenes

de buffer de equilibrado.

Lavado final

Lavar la columna con 5 volimenes de agua mQ.

Lavar la columna con 10 volimenes de etanol 20% y almacenarla en frio.

Lavar manualmente el loop con 40 ml volumenes de agua mQ seguidos de 40 ml de
etanol 20%.

Tratamiento de los controles electroforéticos: la muestra de ND se resuspendera con 30

ul de agua mQ. De esta solucion se tomaran 5 pl y se afiadiran 5 pl de TMSDS 2x (2

veces concentrado); y el resto se almacenara a -20 °C.
La MDP se mezclara con 10 pl de TMSDS 2x.

Los controles de fracciones se mezclaran con 5 ul de TMSDS 2x.

5.2.2.

Cromatografia de exclusion molecular

La cromatografia de exclusion molecular o filtracion en gel se basa en la habilidad de

materiales de porosidad controlada para separar los componentes de una mezcla de
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acuerdo al tamafio de las moléculas [35].

La capacidad separadora reside en el gel, cuya matriz consta de un gran nimero de esferas
porosas microscopicas. Estas esferas estan constituidas por largas cadenas de polimeros

unidas entre si por enlaces quimicos para formar una red tridimensional [38].

En el interior de una columna de cromatografia pueden distinguirse varios volimenes
(Figura 5.8): El volumen total, que es el volumen que ocupa el cilindro de gel hidratado; el
volumen de vacio, o el volumen existente entre las esferas del gel; y el volumen ocupado
por las esferas del gel, que se expresa como la diferencia entre los dos volimenes

anteriores.

L X

Volumen total Volumen de vacio Volumen del gel

Figura 5.8. Volimenes de una columna cromatografica de exclusion molecular [38]

Cuando una mezcla de moléculas de diferentes tamafos se hace pasar a través de la
columna de gel, las moléculas de tamafio muy pequefio penetran en el interior de las
esferas que componen el gel y no son extraidas de la columna hasta que no ha pasado a
través de ella un volumen de liquido igual a su volumen total. Sin embargo, aquellas
moléculas cuyo tamafio es mayor que el de los poros de las esferas del gel, no pueden
penetrar en su interior y atraviesan la columna recorriendo Unicamente el volumen vacio,
siendo las primeras en salir de la columna. El resto de las moléculas, de tamafio intermedio,
presentan una mayor o menor facilidad para difundir al interior de las esferas en funcién de
su tamafio, siendo extraidas de forma fraccional con volimenes que estan comprendidos

entre el volumen total y el de vacio [38]. Este proceso se observa en la Figura 5.9.

ETSEIB
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Figura 5.9. Esquema del proceso de cromatografia de exclusion molecular [36]

Cuanto mayor es una molécula, menor capacidad tiene para acceder al interior de las
esferas del gel y, por tanto, menor es el volumen de liquido que se requiere para extraerla
de la columna. Teniendo en cuenta que para las proteinas globulares el tamafio esta, en
general, relacionado con la masa molecular, esta cromatografia separa las sustancias en

funcién de dichas masas moleculares, obteniéndose primero las mayores [38].

La resolucién de la cromatografia depende de la longitud de la columna, del flujo de elucion,
del volumen de muestra a tratar y del empaquetado del gel de la columna. Las mejores
resoluciones se obtendrdn a grandes longitudes de columna, bajos flujos de elucion,
volumenes de muestra menores al 5% del volumen total y empaquetamiento homogéneo de

la columna.

Se utiliz6 una columna HiLoad Superdex 75 10/300 GL de GE Healthcare, con 24 ml de
columna ya empaquetada (Figura 5.10). La matriz contiene agarosa y dextrano
entrecruzado. Esta columna se recomienda para purificar proteinas con un rango de masa
molecular de 3000 a 70000 Da. La proteina NHP6A, con una masa molecular de 10802,3
Da, puede ser separada mediante esta columna cromatogréfica. Sin embargo, se debe
cargar un volumen de muestra menor a 500 pl y una concentracion de proteina en la

muestra inferior a 10 mg, por lo que requerira una etapa previa de concentracion de la MDP.

La cromatografia de exclusiéon molecular se realizd en un equipo FPLC (fast protein liquid
chromatography) AKTA Purifier 10 de GE Healthcare (Figura 5.7).

~), d‘x“.’b
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Figura 5.10. Columna HiLoad Superdex 75 10/300 GL de GE Healthcare [37]

Las soluciones utilizadas fueron las siguientes:

- Buffer Superdex 200 (150 mM NaCl, 50 mM HEPES, 1 mM DTT a pH 7,4). Se
utilizara una Unica solucién para el equilibrado de la columnay la elucion.
- Etanol 20%.

Nota: todas las soluciones se filtraron (0,22 um) y se desgasificaron antes de usar para
evitar la entrada de aire o particulas al equipo.

El protocolo seguido se muestra a continuacion:
Preparacién del equipo

- Lavar los tubos del equipo con agua mQ usando la herramienta Pump Wash Basic.

- Conectar loop de 500 pl y lavar manualmente con 5 ml de agua mQ

- Con bajo flujo de etanol, conectar la columna HiLoad Superdex 75 10/300 GL.

- Lavar los tubos del equipo haciendo pasar 4 volimenes de agua (48 ml).

- Encebar los tubos del equipo con buffer Superdex 200 usando la herramienta Pump

Wash Basic.
Equilibrado

- Equilibrar con dos volumenes de buffer Superdex 200.

- Lavar manualmente el loop con 5 ml buffer Superdex 200.
Preparacion y carga de la muestra

- La MDP debe concentrarse hasta un volumen y contenido de proteina adecuado

para ser cargado en la columna HiLoad Superdex 75 10/300 GL (menor a 500 ul y
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10 mg de proteina, respectivamente). El procedimiento realizado se puede encontrar
en el apartado 5.2.3.

- Colocar la MDP concentrada en un tubo eppendorf de 1,5 ml. Tomar 7,5 pl para
control electroforético.

- Inyectar la MDP en el loop, con ayuda de una jeringa Hamilton de 1 ml, mientras se
hace pasar buffer de equilibrado por la columna.

- Cargar (load) la muestra a la columna, haciendo pasar 2 ml de buffer equilibrado por

el loop y hacia la columna.
Ejecucion del programa

- Programar la lectura de absorbancia a 220 nm (enlace peptidico), 260 nm (ADN
contaminante) y 280 nm (grupos aromaticos de las proteinas). ElI cromatograma
obtenido permitira detectar la elucion de la proteina de interés.

- Poner en funcionamiento la recoleccion de muestras, programando al equipo para
tomar fracciones de 0,5 ml (colectadas en tubos eppendorf).

- Hacer pasar un volumen de buffer de elucién (24 ml).

- Observar en el cromatograma las fracciones correspondientes al pico de
absorbancia a 280 nm y colocarlas en hielo (debidamente identificados). En ellos
debe encontrarse la proteina NHP6A. Tomar 7,5 ul de cada uno como control

electroforético.
Re-equilibrado

- Si se desea volver a utilizar la columna, lavar los tubos del equipo con 2 volimenes
de buffer Superdex 200.

Lavado final

- Lavar el equipo y la columna con 2 volimenes de agua mQ seguidos de 2
volimenes de etanol 20%.

- Lavar manualmente el loop con 5 ml de agua mQ seguidos de 5 ml de etanol 20%.

Tratamiento de los controles electroforéticos: La MDP y las fracciones se mezclaran con
2,5 ul de TMSDS 4x.
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5.2.3. Concentracion y dialisis de la proteina NHP6A

La concentracion de una proteina tiene como objetivos disminuir el volumen de muestra a

tratar y aumentar la concentracion de la misma.

El proceso se lleva a cabo en dispositivos llamados concentradores, donde se realiza la
concentracion mediante ultrafiltracion. Estos estdn compuestos por un compartimiento
superior, que contiene la muestra, y un compartimiento inferior, separado por una
membrana semipermeable del MWCO apropiado. Al centrifugar, el solvente pasa a través
de la membrana, dejando la muestra mas concentrada en el compartimiento superior. El tipo
de concentradores utilizados tienen dos membranas verticales idénticas, agilizando la
concentracion y minimizando la obstruccion, y pueden ser utilizados en una centrifuga de

angulo fijo.

Los concentradores utilizados en este estudio son los Vivaspin ® (Figura 5.11A) y Amicon
Ultra (Figura 5.11B). El tipo especifico de concentrador utilizado se elige en funcion del
volumen de muestra a procesar y a la masa molecular de la proteina. En el caso de la
NHP6A, fue necesario trabajar con un Vivaspin ® de 6 y 20 ml, asi como con un
concentrador Amicon Ultra-0,5 ml. En cuanto al MWCO, dado que la masa molecular de la

NHP6A es 10802 Da se escogi6 trabajar con concentradores de 3000 Da.
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Figura 5.11. Concentradores Vivaspin ® y Amicon Ultra [37][39]
A: Concentradores Vivaspin ® 6 (izquierda) y Vivaspin ® 20 (derecha).

B: Concentrador Amicon Ultra-0,5 ml

Las especificaciones técnicas de los concentradores utilizados se presentan en la Tabla 5.1.
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Tabla 5.1. Especificaciones técnicas de los concentradores

Concentradores | Capacidad MWCO MaXIm? fuerza Limite d.e
centrifuga* volumen final
Vivaspin 6 6 ml 10000 g 30 ul
Vivaspin 20 20 ml 3000 8000 g 50 pl
Amicon Ultra —
05 ml 0,5ml 15000 g 5ul

*Rotor de angulo fijo

En este estudio se concentraron las siguientes muestras:

- MDP de la columna HiLoad Superdex 75 10/300 GL, para asi cumplir con las
restricciones de volumen maximo de carga de la misma.

- Fracciones que contienen la proteina NHP6A pura, provenientes de la ultima etapa
de cromatografia.

Los concentradores permiten, ademas, realizar didlisis o diafiltracion de la muestra. Durante
este proceso se puede cambiar la solucién en la que se encuentra la proteina, disminuyendo
la cantidad de sales y moléculas contaminantes de masa molecular menor al MWCO del

concentrador.

En este estudio se le realiza un proceso de didlisis a las muestras finales de proteina
NHP6A concentrada, mediante tres lavados con buffer final (50 mM NaCl, 25 mM HEPES, 1
mM DTT a pH 7,4). La muestra dializada finalmente se puede concentrar hasta el volumen

deseado.

El protocolo seguido para la concentracion y didlisis de las muestras se detalla a

continuacion:
Hidratar la membrana del concentrador

- Agregar un volumen adecuado de agua mQ y centrifugar, por debajo de la velocidad
maxima recomendada, el tiempo que sea necesario para que se filtre al menos la
mitad del volumen cargado. En la Tabla 5.2 se pueden ver las condiciones

recomendadas para cada concentrador.
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Tabla 5.2. Condiciones de hidratacién de los concentradores

Concentradores MWCO volumen de Fue’rza Tiempo
agua mQ centrifuga
Vivaspin 6 4 ml 95009 10 minutos
Vivaspin 20 3000 10 ml 7500 g 15 minutos
Amicon Ultra- 0,5 ml 14322 g | 10 minutos
0,5 ml

Descartar el agua contenida en el compartimiento inferior y superior.

Nota: en el caso de utilizar un concentrador previamente usado y almacenado,

manteniendo las membranas hidratadas con agua mQ en ambos compartimientos, no

es necesario volverlas a hidratar.

Acondicionar la membrana del concentrador

Agregar un volumen adecuado de buffer de equilibrado (100 mM NacCl, 10 mM Tris,
1 mMEDTA, 1 mM DTT a pH 7,9).

Centrifugar, por debajo de la velocidad méaxima recomendada, el tiempo que sea
necesario para que se filtre al menos la mitad del volumen cargado. Utilizar las
mismas condiciones de operacion recomendadas para la hidratacion de la
membrana (Tabla 5.2).

Descartar el buffer contenido en el compartimiento de arriba y abajo.

Concentraciéon de la muestra

Poner la muestra a concentrar en el compartimiento superior del concentrador y
centrifugar durante el tiempo que sea necesario para llegar al volumen deseado.
Utilizar la misma fuerza centrifuga indicada en las etapas anteriores del protocolo de
concentracion.

Recuperar el filtrado para posterior analisis.

Recuperar la muestra concentrada: En el caso de los Vivaspin®, utilizar una

micropipeta para extraer la muestra del compartimiento superior.
En el caso de los Amicon Ultra, debe voltearse el concentrador y usar un tubo nuevo

para recoger la muestra concentrada. Centrifugar durante 2 minutos a 1000 g.



Ensayos cristalograficos de complejos de ADN con proteinas HMG-box y farmacos Pag. 56

Dialisis de la muestra

- Enun Vivaspin ® de 6 ml, realizar tres lavados con buffer final (50 mM NacCl, 25 mM
HEPES, 1 mM DTT a pH 7,4). Cada lavado ser4 de 4 ml y se debe centrifugar a
9500 g hasta que el volumen del compartimiento superior sea menor a 1 ml. En cada
lavado se debe recuperar el filtrado (hasta la verificacion final).

- Concentrar hasta el volumen deseado, centrifugando a 9500 g por el tiempo que sea
necesario. Recuperar el filtrado.

- Utilizar una micropipeta para extraer la muestra concentrada y dializada del
compartimiento superior. Utilizar una pipeta de 100 ul para cuantificar el volumen de
proteina obtenido.

- Alicuotar en tubos eppendorf y congelar con nitrégeno liquido. Almacenar a -80 °C.

5.2.4. Determinacion de la concentracién final de la proteina NHP6A

La concentracion final de la proteina NHP6A se determinard mediante la ley de Beer-
Lambert (Ecuacién 5.1), que es una relacibn empirica que relaciona la absorcién de luz con

la concentracion de la muestra analizada.

A=c¢c.cl (Ecuacién 5.1)

donde:

A = absorbancia
€ = coeficiente de extincion molar a la longitud de onda del analisis [I/mol.cm]
¢ = concentracion de la muestra [M]

| = longitud de la cubeta [cm]

De esta manera, mediante la medicién de la absorbancia de las muestras finales y
conociendo el coeficiente de extincibn molar, se pueden estimar sus concentraciones. El
coeficiente de extincién molar a 280 nm de la proteina NHP6A es 10810 I/mol.cm y el paso

de cubeta utilizado es de 1 cm.

El protocolo seguido para la lectura de la absorbancia y el célculo de la concentracion se

muestra a continuacion:

- Ajustar la longitud de onda del espectrofotometro a 280 nm (longitud de onda a la

que absorben los grupos aroméaticos de las proteinas).
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- Utilizar como blanco 800 pul de la solucién en la que se encuentra la proteina, en una
cubeta de cuarzo. En el caso de las muestras finales, utilizar buffer final; y en el caso

de muestras muy diluidas, usar agua mQ.
Muestras diluidas

- Lavar la cubeta con agua mQ.
- Agregar 800 pl de la muestra.
- Leer la absorbancia.

- Calcular la concentraciéon mediante la ecuacion de Beer-Lambert.
Muestras concentradas

- Agregar 1 pl de muestra en los 800 ul de buffer usado como blanco.

- Homogeneizar mediante la inversion de la cubeta alrededor de 10 veces.

- Leer la absorbancia.

- Agregar 1 pl de muestra adicional.

- Homogeneizar mediante la inversion de la cubeta alrededor de 10 veces.

- Leer la absorbancia.

- Calcular la concentracion de las dos diluciones realizadas, mediante la ecuacion de

Beer-Lambert y obtener la media.

5.3. Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS (SDS-PAGE)

La electroforesis en gel es un método para la separacion y analisis de macromoléculas
biol6gicas de acuerdo a su tamafio y carga eléctrica. Las moléculas migran bajo la accién de
un campo eléctrico a través de un gel poroso, a una velocidad inversamente proporcional a
sus tamafios [40]. En general, la velocidad de migracion de las moléculas depende de su
carga, tamafo y forma, asi como de la fuerza del campo eléctrico y de la porosidad del

soporte.

El campo eléctrico se aplica de forma que uno de los extremos del gel tenga una carga
positiva y el otro extremo una carga negativa. Asi, las moléculas cargadas negativamente
migran del extremo negativo del gel al positivo, formando bandas a diferentes alturas (que

representan moléculas de diferentes tamafos) [40].

Los elementos necesarios para realizar una electroforesis son: una fuente de alimentacion,
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gue proporcione una diferencia de potencial, un gel de soporte, un tampoén de electroforesis
y una cubeta. El esquema de un montaje tipico puede verse en la Figura 5.12.

la muestra se aplica a los pocillos
empleando una pipeta
f

7

’

= oS

compartimento
superior
con tampon

catodo

anodo

gel entre dos !
placas de vidrio I {/ @

inferior

compartimento | ”
con tampon

Figura 5.12. Esquema de un montaje de electroforesis vertical [41]

Los geles de soporte estan constituidos por polimeros que forman una malla, matriz o red
tridimensional, a través de la cual deben avanzar las moléculas de la muestra, que queda
embebida en el medio de soporte electroforético [41]. En este trabajo se utilizaron geles de
poliacrilamida, resultado de la polimerizacion quimica de una mezcla de acrilamida y
bisacrilamida. La acrilamida forma polimeros lineales y la bisacrilamida introduce uniones
cruzadas entre cadenas de acrilamida. Esta reaccion esta catalizada por PSA (persulfato
amonico), que inicia la polimerizacién mediante la generacion de radicales libres, y TEMED
(1,2-bis(dimetilamino)etano), que cataliza la polimerizacion.

En el andlisis de mezclas de moléculas cargadas negativamente, como el ADN y el ARN,
éstas son atraidas hacia el extremo positivo del gel. Sin embargo, las proteinas no poseen
necesariamente una carga negativa. Pa conferir carga negativa a las proteinas, se mezclan
el detergente SDS (sodium dodecyl sulfate - dodecil sulfato de sodio). Este tratamiento
despliega (desnaturaliza) a las proteinas y las cubre con una carga negativa neta
proporcional a su masa. De este modo, las distintas proteinas migraran hacia el extremo

positivo del gel con una movilidad que depende primordialmente de su masa molecular [40].

Para mejorar la resolucion del gel, obteniendo bandas mas compactas, se emplea la
electroforesis discontinua. En esta clase de electroforesis, en el gel existen dos partes que

se preparan por separado:

- Gel acumulador o concentrador (stacking gel): se encuentra en la parte superior y
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tiene como efecto concentrar o apilar la muestra en una banda estrecha. Esto se ve
favorecido por la menor concentracion de acrilamida que posee, ofreciendo menor
resistencia al paso de moléculas [41].

- Gel separador (resolving gel): ocupa la mayor parte del gel, presenta un mayor

porcentaje de acrilamida y en él tiene lugar la separacion de los componentes en

funcién de su masa molecular [41].

En este estudio se utilizaron geles de poliacrilamida SDS para verificar la presencia y grado
de pureza de la proteina NHP6A, tanto después de la expresion por la bacteria como

después de cada etapa de purificacion.
El protocolo seguido se muestra a continuacion:
Preparaciéon de las muestras

- Agregar a cada muestra TMSDS (Tabla 5.3), en la proporcién adecuada. El glicerol
le da densidad a la muestra, el B-mercaptoetanol reduce puentes disulfuro de la
proteina y el colorante azul de bromofenol permite observar el avance del frente de
migracion.

Tabla 5.3. Tampon de muestras para SDS-PAGE 4x

Reactivo Cantidad (10 ml)
Tris2 M pH 6,8 1,25 ml
Glicerol 4 ml
SDS 0,89
[B-mercaptoetanol 2ml
Agua mQ Hasta 10 ml
Azul de bromofenol Punta de espatula

- Colocar las muestras en agua hirviendo durante 5 minutos. La temperatura favorece
la desnaturalizacion de la proteina y facilita que el SDS la recubra de cargas

negativas.
Preparaciéon del montaje

- Limpiar dos placas de vidrio con etanol y secar. Estas placas serviran para preparar
el molde donde se polimerizara el gel.
- Rodear la placa de esquinas redondeadas con una goma, cubriendo sus laterales y

parte inferior. Colocar dos separadores de 1,5 mm (para obtener geles de 1,5 mm de
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grosor).

- Posicionar la otra placa de vidrio encima y sostener con tres pinzas (dos en los
laterales y una en la parte inferior).

- Comprobar que no existen pérdidas agregando agua entre las placas. Secar con
cuidado, usando papel de filtro.

- Preparar el resolving gel (15% acrilamida, 0,4% bisacrilamida, 0,375 M Tris, 0,1%
SDS) (Tabla 5.4) en un tubo Falcon de 15 ml y mezclar suavemente por inversion
varias veces. Verterlo entre las dos placas hasta alcanzar aproximadamente 0,5 cm

por debajo del nivel que alcanzara el peine (ver siguiente pagina).

Tabla 5.4. Composicion de geles de poliacrilamida SDS (10 cm x 15 ¢cm x 1,5 mm)

i Resolving gel Stacking gel
Reactivos (10 m) am)
Solucién A
(30% acrilamida, 0,8% bisacrilamida) sml 0,6 ml
SoI_UC|on B 25 mi ]
(1,5 M Tris-HCI pH 8,8)
Soluciéon C
(10% SDS) 100 pl 30 ul
Solucién D
(0,5 M Tris-HCI pH 6,8) i 0,75 ml
Agua mQ 2,35 ml 1,59 ml
PSA 10% 75 304l
TEMED* 45l 34l

* Agregar TEMED al final.

- Agregar unas gotas de isopropanol por encima del resolving gel para obtener una
interfaz recta y evitar contacto con el oxigeno.

- Una vez que el resolving gel polimerice, retirar el isopropanol, lavar con agua tres
veces y secar con papel de filtro.

- Preparar el stacking gel (6% acrilamida, 0,16% bisacrilamida, 0,125 M Tris, 0,1%
SDS) (Tabla 5.4) en un tubo Falcon de 15 ml y mezclar suavemente por inversion
varias veces. Verterlo entre las dos placas y colocar rapidamente un peine de 1,5
mm de grosor.

- Llenar la parte inferior de la cubeta de electroforesis con tampo6n de cubeta (TSDS)

1x preparado a partir de un stock 5x (Tabla 5.5).
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Tabla 5.5. Tampdn de cubeta gel SDS-PAGE 5x

Reactivo Cantidad (2 litros)
Glicina 288¢
Tris 609
SDS 109
Agua mQ Hasta 2 litros

* 2 litros de TSDS 1x: 400 ml de TSDS 5x + 1600 ml de agua mQ

- Una vez polimerizado el stacking gel, retirar las pinzas y la goma. Colocar el montaje
en la cubeta de electroforesis (procurando no formar burbujas en la parte inferior) y
fijar con dos pinzas.

- Llenar la parte superior con suficiente tampén de cubeta 1x para cubrir los pozos.
Retirar el peine de forma recta, cuidando de no dafar los pozos.

- Con ayuda de una pipeta Pasteur, lavar los pozos con el tampén de cubeta.

- Cargar las muestras en los pozos usando una jeringa Hamilton, lavada con agua mQ
entre cada carga.

- Conectar los electrodos y aplicar un voltaje entre 100-130 V.

- Finalizar la electroforesis cuando el marcador de avance (azul de bromofenol) se

encuentra a 0,5-1 cm del fondo del gel. Apagar la fuente de alimentacion.
Deteccion de las bandas de proteinas: tefiido y destefiido del gel

- Retirar el gel de la cubeta y despegar las placas de vidrio del molde.
- Colocar el gel en un recipiente con solucién teflidora (Tabla 5.6) y mantener en
agitacion durante una hora. Esta solucion permitira fijar las proteinas al gel y tefiirlas

para que puedan ser visualizadas.

Tabla 5.6. Soluciones tefiidora y destefiidora de SDS-PAGE

: Solucién tefidora Solucién destenidora

Reactivos : .

(1 litro) (2 litros)
Azul de Coomassie 259 _
(G-250)
Isopropanol 250 ml 200 ml
Acido acético 100 ml 200 ml
Agua mQ Hasta 1 litro Hasta 2 litros

- Retirar el gel de la solucion tefiidora y colocar en un recipiente con solucion
destefiidora (Tabla 5.6). Mantener en agitacion o/n. Esto retirara el exceso de
colorante no unido a las proteinas. Renovar la solucion destefiidora si es necesario.

- Una vez el gel sea transparente y las bandas azules de proteina se aprecien
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claramente, se debe fotografiar el gel. Para ello se utiliza el equipo Gel-Doc XR de

Bio-Rad, con un transiluminador de luz visible.
Conservacion del gel

- Colocar una placa rectangular de metacrilato o vidrio para que sirva de soporte.

- Humedecer un rectangulo de papel celofan sumergiéndolo en un recipiente con agua
corriente y colocarlo sobre el soporte (evitando burbujas y arrugas).

- Colocar el gel sobre el soporte con el papel celofan humedo.

- Colocar agua corriente alrededor del gel y entre sus pozos.

- Humedecer otro rectangulo de papel celofdn sumergiéndolo en un recipiente con
agua corriente y colocarlo sobre el gel (evitando burbujas y arrugas).

- Colocar pinzas por los cuatro lados para sostener el montaje.

- Secar al menos cuatro dias a temperatura ambiente.

5.4. Ensayos cristalograficos

La cristalografia es el principal método de andlisis estructural de proteinas y otras
macromoléculas organicas. Para llevar a cabo ensayos cristalograficos se requiere la
obtencién de un cristal de alta calidad y su posterior difraccion. El proceso seguido para la

realizacion de ensayos cristalograficos se presenta en los siguientes apartados.

5.4.1. Obtencidon de cristales

En los métodos mas comunes de obtencién de cristales de proteina, la proteina purificada
se disuelve en una solucién acuosa que contiene un precipitante (por ejemplo, sulfato de
amonio o polietilenglicol) a una concentracion menor a la necesaria para que precipite la
proteina. Luego, mediante evaporacion controlada, se remueve agua para aumentar las
concentraciones de proteina y precipitante, resultando en la precipitacion de la proteina.
Cuando la precipitacion ocurre de forma lenta, las probabilidades de obtener cristales
grandes es mas alta, mientras que procesos rapidos de precipitacion ocasionan la aparicion

de muchos cristales pequefios o sélidos amorfos [45].

La precipitacion ocurre cuando la combinacion de la concentracion de la proteina y el
precipitante excede ciertos valores limite. La formacion de cristales ocurre en dos etapas:
nucleacion y crecimiento. La nucleacion, formacion inicial de agrupaciones moleculares a

partir de las cuales crecen los cristales, requiere concentraciones de proteina y precipitante
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mas altas que las necesarias para la precipitacion lenta (Figura 5.13a, region azul).
Adicionalmente, si las condiciones de nucleacién persisten, se generan numerosos nucleos

y, COMO consecuencia, aparecen muchos cristales pequefios o precipitado amorfo [45].

a b
1
! supersaturada
—_— 1 —_—
y] \ Nucleacion y ]
% M\ crecimiento % ' O
\ N
% | R ° \
« | o o o i .
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Figura 5.13. Diagrama de fases de cristalizacién por medio de un precipitante [45]

a: La region roja representa las concentraciones de proteina y precipitante (precip) en las que la
solucién no esta saturada con proteina, por lo que no ocurre nucleacién o crecimiento. Las regiones
verde y azul representan las zonas inestables supersaturadas con proteina. Las condiciones en la
region azul promueven la nucleacion y el crecimiento, mientras que las condiciones de la region verde
promueven solo el crecimiento de cristales.

b: Estrategia ideal para la obtencién de cristales.

Una estrategia ideal (Figura 5.13b) seria empezar con las condiciones correspondientes a la
region azul del diagrama de fase y moverse a la region verde cuando aparezcan los
nucleos. De esta forma, los cristales crecerian y no ocurriria nucleaciéon adicional. Sin
embargo, para poder encontrar las condiciones que favorecen la cristalizacion de una

proteina, se requiere de multiples ensayos previos [45].

En este trabajo, se ha perseguido la cristalizacion de complejos de proteina-ADN, asi como

de farmaco-ADN

5.4.1.1. Condiciones de cristalizacion

Los dos parametros mas importantes para realizar con éxito un ensayo cristalografico son la
cantidad y calidad de la muestra que se quiere estudiar. La utilizacién de muestras de baja
pureza resultara en cristales de baja calidad, pudiendo ocurrir lo mismo con muestras de alta

pureza si las condiciones de cristalizacion no son las adecuadas [45].
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Existen numerosas variables involucradas en la formacién de cristales de macromoléculas.

Los parametros de mayor impacto son:

- Pureza de la muestra (proteina/farmaco y el ADN): las impurezas dificultan el

crecimiento de los cristales y aportan irregularidades, por lo que deben utilizarse
muestras de alta pureza.

- Concentracion de la muestra: se requiere que la proteina/farmaco y el ADN se

encuentren en altas concentraciones para llegar a la sobresaturacion y obtener
cristales.

- Naturaleza y concentracion del precipitante.

- Fuerza ionica.

- pH.

- Temperatura.

Sin embargo, parametros como la limpieza del area de trabajo, presencia de vibraciones y
sonido, la fuente y la antigliedad de la muestra de proteina y la presencia de ligandos, tienen

también un impacto sobre la obtencidn de cristales [45].

5.4.1.2. Método de cristalizacion por difusion de vapor

La difusion de vapor es una de las técnicas mas comunmente usadas para realizar ensayos
de cristalizacién. En esta técnica se permite que una solucién de proteina y precipitante se
equilibre, en un recipiente cerrado, con un volumen mayor de solucibn acuosa de
precipitante (en concentracion éptima para la formacién de cristales). El tipo de difusion de

vapor utilizado en este estudio es el método de la gota colgante.

En el método de la gota colgante (Figura 5.14), se mezcla proteina purificada (o el farmaco
de interés) con el ADN y con solucion de cristalizacibn con menor concentracion que la
necesaria para la cristalizacion del complejo. Esta solucion se suspende como una gota en
la parte interna de la tapa de una cpsula, que se coloca sobre la base con reservorio y se

cierra [45].

Debido a que el precipitante es el mayor soluto presente, la difusién de vapor (evaporacion y
condensacion) en este sistema cerrado resulta en la transferencia neta de agua desde la
solucién de complejo (proteina/farmaco y ADN) en la gota hacia el reservorio. Esto ocurre
hasta que las concentraciones de precipitantes son iguales en ambas soluciones. Dado que

el reservorio tiene un volumen mucho mayor que la solucion de complejo, la concentracion
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final de precipitante en la gota es aproximadamente igual a la del reservorio [45].

Complejo ¥ Soluciénde
cristalizacion

Pocillo con precipitante

Figura 5.14. Esquemade un pocillo de cristalizacién con el método de la gota colgante [46]

En este momento, la reduccion en el volumen de la gota ha aumentado las concentraciones
de complejo y precipitante hasta llegar a la regién de nucleacién del diagrama de fases
(Figura 5.13). La concentracion de precipitante en la solucién de complejo se mantendra
estable debido al equilibrio de presiones de vapor. Cuando se empiezan a formar los
nacleos, la concentracién de proteina disminuye y las condiciones de la gota se mueven

hacia la regién de crecimiento del diagrama de fases (Figura 5.13) [45].

El protocolo seguido en los ensayos de cristalizacion por difusion de vapor en gota colgante

se muestra a continuacion:

- Preparar el complejo en la cantidad y concentracion adecuada para el ensayo que
se va a realizar. Para ello se mezclé el ADN, proteina o farmaco y cacodilato de
sodio (NaCac). En caso de trabajar con proteina, incubar o/n en hielo (cAmara fria a
4 °C). Si se trabaja con farmaco, incubar en hielo durante al menos 3 horas (en una
camara fria a 4 °C). El tiempo de incubacion favorece que el complejo se forme.

- De acuerdo a si se requiere preparar una gota de volumen final 3 0 4 pl, colocar 1 o
2 ul respectivamente, de solucion de cristalizacion en la parte interior de la tapa de la
capsula. Las soluciones de cristalizacion empleadas contienen sales, precipitantes y
buffers a diferentes valores de pH (Anexo B.1 y Anexo B.2).

- Sobre la gota de solucién de cristalizacién, afiadir 2 pl de complejo.

- Agregar 800 pul de solucién precipitante en la base de la capsula (pozo). Inicialmente
se empezara con concentraciones bajas de precipitante (20-30%) y se iran

aumentando progresivamente.
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- Cerrar la capsula y observar gota en un microscopio de luz polarizada.

- Mantener las capsulas a temperatura controlada. En el caso de farmacos, almacenar
a 13 °C, y en el caso de proteinas, a 4 °C. Debido a que los oligonucleétidos
empleados son ricos en secuencias AT, son especialmente sensibles a la
temperatura y se degradan facilmente por encima de 20 °C.

- Revisar periédicamente el avance de las gotas en un microscopio con luz polarizada.
De acuerdo a su evolucién, modificar la concentracion del precipitante del pozo
como sigue:

o Precipitados amorfos: disminuir la concentracion de precipitante del pozo.

o Gota clara: aumentar concentracion de precipitante del pozo (3-4%).

o Ndcleos: aumentar lentamente la concentracion de precipitante del pozo
(1%).

o Cristales: comprobar tamafio, uniformidad, geometria y birrefringencia.

5.4.2. Capturade un monocristal

Una vez se ha obtenido un cristal de tamafio apropiado, uniforme, de geometria bien
definida y alta birrefringencia, se pasa a su captura para su posterior analisis por difraccion

de rayos X.

El cristal se debe extraer de la gota en la que se formd usando un cryo-pin (Figura 5.15).
Este instrumento esta compuesto por un loop muy delgado, unido a un microtubo y sujeto a
una base magnética. El loop se usa para capturar el cristal y se sumerge en nitrégeno
liquido inmediatamente. Seguidamente, se introduce en un cryo-vial lleno de nitrégeno

liquido y el conjunto se almacena en nitrégeno liquido.

_____________

cryo-pin : !
/ |
loop; i :
P RS e e 7
$ 3

= L
cryo-vial

10

Figura 5.15. Instrumentos para la captura de cristales [47] [48]
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Para prevenir el dafio de cristales de complejo debido a la formacion de cristales de hielo, se
deben agregar crioprotectores. En el caso de este estudio, los agentes precipitantes
utilizados actian como crioprotectores a altas concentraciones. En el momento de la
captura de los cristales, la concentracién de precipitante en la gota es alta por lo que no se

requiere realizar ningun procedimiento adicional [45].

5.4.3. Difraccién de rayos X de cristales

La difraccion de rayos X de los cristales capturados provee informacién valiosa que puede
llevar a la determinacién de los parametros estructurales del complejo estudiado.

Los rayos X que mas interesan en el campo de la cristalografia son aquellos que disponen
de una longitud de onda alrededor de 1 A, pues ese valor es muy préximo a las distancias
entre los atomos, pudiendo interaccionar con éstos y dar informacion sobre los mismos.

Este tipo de radiacion se produce en laboratorios de cristalografia y sincrotrones [46].

Los sincrotrones son las fuentes de rayos X mas utilizadas debido a que producen
diagramas de difraccibn mas puros y completos que otras fuentes. Ademas, poseen rayos
de mucha mayor intensidad, por lo que la recoleccién de los datos se realiza en un tiempo
mucho menor. En este estudio se utiliz6 la linea XALOC, especial para cristalografia de

macromoléculas, del sincrotrén ALBA, ubicado en Barcelona.

Una instalacion sincrotronica (Figura 5.16) contiene un anillo, del orden de kilémetros, por el
gue se hacen circular electrones a muy alta velocidad, en el interior de canales rectilineos,
gue de vez en cuando se quiebran para adaptarse a la curvatura del anillo. A estos
electrones se les hace cambiar de direccién para pasar de un canal a otro usando campos
magnéticos de gran energia. Durante el cambio de direccién, los electrones emiten una
radiacion muy energética denominada radiacion sincrotrénica. Esta radiacién es la

aprovechada para los experimentos de cristalografia [46].

Las estaciones experimentales del sincrotron tienen tres partes: la cabina 6ptica, en donde
se focalizan y filtran los rayos X mediante espejos y monocromadores; la cabina
experimental, en donde se sitla el equipo de medida con la muestra y se realiza el
experimento de difraccion; y la cabina de control, en donde se supervisa y se evalla el
experimento [46]. Se controlan variables como la longitud de onda, el tiempo de exposicion,
la distancia entre el cristal y el detector, el angulo de rotacién de cada imagen, el angulo total

del experimento y el nimero de imagenes capturadas.
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Figura 5.16. Esquema de la instalacion de un sincrotréon [46]
Esquema de un sincrotron en donde se distinguen el acelerador lineal y el acelerador circular en el
centro, el anillo exterior de almacenamiento y las lineas de medida, tangentes al anillo de
almacenamiento.

El procedimiento seguido para difractar los cristales se presenta a continuacion:

- Insertar las tenazas (tipo de pinzas que ayudan a mantener el cristal congelado) en
el nitrégeno liquido hasta que el burbujeo cese (30-60 s). Mantener el cryo-pin
totalmente sumergido en nitrégeno liquido durante este paso y los dos siguientes.

- Abrir las tenazas, asir el cryo-pin y retirar la parte plastica del cryo-vial, con la ayuda
de una varilla magnética.

- Ajustar la base del cryo-pin al cabezal del goniémetro usando las tenazas. Se debe
disponer de un flujo de nitrégeno liquido durante todo el proceso para evitar la
degradacion de la muestra debida a la elevada temperatura de los rayos X que
inciden sobre el cristal.

- Centrar el gonibmetro para que los rayos X incidan correctamente sobre la muestra

en todos los angulos de giro, como se muestra en la Figura 5.17.

~ d‘x“_'\/
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Figura 5.17. Cristal colocado adecuadamente en el cabezal del goniémetro y enfriado por una
corriente de nitrégeno liquido [49]

Una vez se obtienen datos de difraccion de buena calidad, los diagramas de difraccion
pueden analizarse para encontrar datos acerca de la estructura de la molécula. El proceso
de andlisis generalmente consta de las siguientes fases:

- Indexado, integracion, procesado y escalado.
- Reemplazamiento molecular.

- Refinamiento.

- Obtencién de mapas de densidad electrénica.

- Validacion (resolucién de la estructura).
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6. Resultados y discusion

6.1. Optimizacion del método de expresion y tratamiento del
sedimento bacteriano de la proteina NHP6A

Previo al desarrollo de los protocolos indicados en los apartados 5.1 y 5.2, se realizaron una
serie de pruebas destinadas a optimizar la expresion y purificacion de la proteina NHP6A.

6.1.1. Eleccion de la cepa 6ptima de Escherichia coli

Tomando como base una adaptacion del protocolo de expresién y purificacion de la NHP6A
presentado por Yen, Wong y Johnson [44], se empez6 la expresion con la cepa BL21(DE3)

de la bacteria.

En primera instancia, se inici6 un cultivo partiendo de células ya transformadas
(almacenadas en glicerol a -80 °C) que habian sido utilizadas con éxito para expresar la
proteina de interés [43]. El cultivo se incubd hasta 1 litro y se indujo la expresion de la
proteina mediante la adicion de IPTG 1 mM (ver 5.1.3.3). Sin embargo, se obtuvo un muy

bajo nivel final de expresion (Figura 6.1A).

Oh 3h 3h
Al ! ) T ! ) B(—lﬁ g
Q.
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ﬂ.e;’es I‘

! W <— NHP6A

Figura 6.1. Prueba de expresion de NHP6A en la cepa BL21 (DE3)
A: Expresién a partir de células ya transformadas.
B: Expresion a partir de células transformadas de nuevo.
Se indican los tiempos de la induccion en la parte superior.
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Debido a esto, se decidi6 partir de células competentes BL21 (DE3) y transformarlas de
nuevo con el plasmido conteniendo el gen de la NHP6A (pRJ12228). Asi, 100 ul de células
BL21 (DE3) se transformaron utilizando 1 pl del plasmido (48,2 ng/ul), siguiendo el protocolo
descrito en el apartado 5.1.3.1. El resultado obtenido fue, nuevamente, muy bajos niveles de
expresion de la proteina. Esto puede verse en la Figura 6.1B.

Dado que la cepa propuesta no arrojaba los resultados esperados, se realizaron tres
transformaciones en paralelo para verificar los niveles de expresion de la proteina en tres
cepas diferentes de Escherichia coli. Se parti6 de células competentes BL21(DE3),
BL21(DE3)pLysS y Rosetta(DE3)pLysS (almacenadas a -80 °C), y plasmido NHP6A (stock
37,4 ng/ul). Se incorpor6 de nuevo la cepa BL21(DE3) para corroborar los resultados de la

expresion anterior.

Una vez se completo6 la transformacion, se realizd una prueba a pequefia escala (cultivo o/n
de volumen final 30 ml) con cada una de las tres cepas. Ademas, para cada cepa el cultivo
se realizé tanto en presencia de IPTG como sin IPTG. 100 ul de cada uno de los cultivos se
procesaron como se describe en el apartado 5.1.3.3 y se analizaron electroforéticamente
(Figura 6.2).

>

<—NHP6A —>

Figura 6.2. Verificacion de la expresién de NHP6A en las cepas BL21(DE3), BL21(DE3)pLysSy
Rosetta(DE3)pLysS
A: BL21(DE3) inducida con IPTG (izquierda) y sin inducir (derecha).
B: BL21(DE3)pLysS inducida con IPTG (izquierda) y sin inducir (derecha).
C: Rosetta(DE3)pLysS inducida con IPTG (izquierda) y sin inducir (derecha).
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De las tres cepas ensayadas, la cepa BL21(DE3)pLysS presenta un buen nivel de expresion
y la produccion de la proteina puede inducirse de forma controlada mediante IPTG. Debido
a esto, la expresion final de la proteina NHP6A, para su posterior purificacion, se realizé con
esta cepa.

Es importante destacar que al escalar el experimento de 30 ml a 1 litro de volumen de
cultivo final, la induccién con IPTG o/n no resulta en altos niveles de expresion de proteina.
Se obtienen mejores resultados realizando la induccion del cultivo de 1 litro durante 3 horas.

Estos resultados pueden verse en la Figura 6.3.
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Figura 6.3. Prueba de duracion de lainduccion mediante IPTG

6.1.2. Meétodo de fraccionamiento del extracto inicial

Una vez elegida la cepa para expresar la proteina, se pasé a optimizar el método de
fraccionamiento del extracto inicial. Estas pruebas se realizaron sobre el cultivo a pequefia
escala (30 ml) utilizado previamente. Se contempl6 el fraccionamiento mediante la adicion

de sulfato aménico (SA) y/o TCA, basandonos en datos previos [43] [44].

Se probé la adicién de TCA hasta concentraciones del 2%, 10% y 25% secuencialmente,
para encontrar el equilibrio adecuado entre la remocion de contaminantes sin la precipitacion
de la proteina. Por otro lado, se probd la adicion de SA hasta concentraciones de saturacion
del 35% y 100% (un screening previo demostré que el mejor compromiso entre rendimiento

y pureza se encontraba a 35%. El 100% se usa como control. Por Ultimo, se probd agregar



Ensayos cristalograficos de complejos de ADN con proteinas HMG-box y farmacos Pag. 73

TCA hasta un 2% de concentracion a la muestra previamente tratada con 35% de
saturacion de sulfato amonico. Las diferentes pruebas se encuentran en la Figura 6.4.

TCA SA
2% TCA post ———— ——
35%SA 29 10% 25% 35% 100%
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Figura 6.4. Pruebas de métodos de fraccionamiento del extracto inicial (precipitados)

En la Figura 6.4 se observa como el precipitado obtenido con 2% de TCA contiene gran
cantidad de proteinas bacterianas, asi como parte de NHP6A. Cuando la fraccion soluble se
lleva hasta el 10% de TCA, se produce la precipitacion de una gran cantidad de proteina
NHP6A y algunas otras pocas proteinas bacterianas. Esto indica que el sobrenadante del
2% de TCA contiene NHP6A en alta concentracion y con pocos contaminantes. Al llevar la
parte que permanece soluble al 10% de TCA, hasta el 25% no se origina la precipitacion de

nuevas proteinas.

Por otra parte, el fraccionamiento usando 35% de saturacion de SA retira una gran cantidad
de proteinas contaminantes, pero se obtiene una muestra de menor pureza que al usar
TCA. Si a la fraccion soluble al 35% de saturacion de SA, se le aflade TCA hasta el 2%, la
proteina NHP6A pierde su solubilidad y se recupera en el precipitado junto con bastantes

proteinas contaminantes.

Por tanto, se escogi6 finalmente el método de fraccionamiento mediante la adicion de 2% de
TCA al extracto inicial para eliminar la mayoria de las proteinas contaminantes y continuar la

purificacion con la fraccion soluble al 2% de TCA (ver 6.3).
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6.2. Expresion de la proteina NHP6A

La proteina NHP6A se ha obtenido finalmente a partir de un cultivo de Escherichia coli (cepa
BL21(DE3)pLysS) mediante la técnica del ADN recombinante. El plasmido pRJ1228 (stock
de 37,4 ng/ul), que contiene el gen que codifica la proteina NHP6A, fue el utilizado para

transformar a la célula anfitriona de la cepa BL21(DE3)pLysS (ver 5.1.3.1).

NOTA: El stock de plasmido pRJ1228 fue renovado mediante el desarrollo del protocolo
lllustra™ plasmidPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare), con el que se obtuvo 100 pl de
plasmido con una concentracion de 128,4 ng/ul (ver informaciéon mas detallada en el Anexo
A).

Las células anfitrionas habian sido previamente tratadas con cloruro de calcio para hacerlas
competentes y asi facilitar la entrada del plasmido.

Las células competentes se incuban junto con el plasmido y se someten a un choque
térmico para facilitar la transformacion. Después de esto, se les permite a las células un

periodo de recuperacion ante los cambios de temperatura previos (ver 5.1.3.1).

El proceso de transformacion no es 100% efectivo, por lo que se procedi6 a la seleccion de
las células transformadas. Esto se realiza agregando ampicilina al medio y cultivando las
células o/n sobre una placa de agar con medio LB. Las células tratadas son sensibles a la
ampicilina, por lo que sélo creceran aquéllas que hayan incorporado el plasmido pRJ1228
(que les confiere la resistencia a la ampicilina mediante el gen Amp®). Adicionalmente, se
agrega cloranfenicol al medio, al que son resistentes las bacterias usadas, para tener mayor

control sobre el cultivo.
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En el proceso de seleccion se us6 como control un cultivo de células competentes sin
plasmido, al que se le agregd ampicilina y cloranfenicol, y en el que no existié crecimiento de
células (Figura 6.4). Esto verifica que las colonias de células obtenidas en el ensayo de
transformacion son realmente transformadas.

Se escogieron dos colonias del cultivo de células transformadas (Figura 6.4) y se pasaron a
medio liquido (ver 5.1.3.2). Cada una de ellas, se incub6 en 3 ml de medio LB (con
ampicilina y cloranfenicol) durante 5 horas, en agitacion, y a una temperatura de 37 °C.
Estas condiciones permiten el crecimiento de la bacteria, lo que se traduce visualmente en
la turbidez de la muestra. Se escogi6 el tubo proveniente de la colonia identificada como n°

2, de ambos cultivos de células transformadas, ya que presentaba mayor turbidez.

El cultivo de 3 ml se agregbé a 150 ml de medio LB (con ampicilina y cloranfenicol) y se
incub6é o/n. Al dia siguiente se inoculd sobre 1 litro de medio LB (con ampicilina y
cloranfenicol) un volumen de cultivo tal que la DOgq fuese de 0,1 - 0,2; lo que supuso 22 mi
de cultivo. Esto se realizd por duplicado (cultivo 1 y cultivo 2) para obtener un volumen final

de 2 litros de cultivo.

Se incubaron los cultivos, en agitacion, a una temperatura de 37 °C durante 2 horas.
Después de este periodo se hizo una lectura de absorbancia para verificar que la DOgy S€
encontrara alrededor de 0,6 (valor apropiado para la inducciéon con IPTG) (Tabla 6.1).
Después de corroborar que se tenia la absorbancia adecuada, se hizo la induccién mediante
la adicion de 1 ml de IPTG 1 M a cada cultivo de 1 litro, para una concentracion final de 1
mM (ver 5.1.3.3).

Se continud incubando en agitacion a una temperatura de 37 °C durante 3 horas. Después

de este tiempo se hizo una nueva lectura de absorbancia (Tabla 6.1).

Tabla 6.1. Lectura de absorbancia de los cultivos antes y después de la induccion

Tiempo DOgy Cultivo 1 DOgqo Cultivo 2
Oh 0,692 1,418
3h 0,83 1,51

El control electroforético del proceso de induccion se realizé en un gel SDS-PAGE (Figura
6.6). Se observa claramente como después del tiempo de induccién, la banda

correspondiente a la proteina NHP6A aparece en el carril de ambos cultivos (1y 2).
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Figura 6.6. Analisis electroforético en un gel SDS-PAGE del proceso de induccién

Una vez verificado que la proteina de interés ha sido expresada y es mayoritaria con

respecto al resto las proteinas bacterianas contaminantes, se procedié al tratamiento del
sedimento bacteriano.

6.3. Tratamiento del sedimento bacteriano

La proteina NHP6A es un producto intracelular de la bacteria, es decir, no es secretada por
la misma. Debido a esto, para recuperarla se debe empezar por romper las células. Este
proceso se realiz6 mediante sonicacion (ver 5.1.4.1) y permiti6 que la proteina pasara al
medio manteniéndose soluble. Al centrifugar, las moléculas insolubles y los restos de la
bacteria, sedimentan (son eliminados); mientras que la proteina de interés se mantiene en el
sobrenadante. Dicho sobrenadante es ahora denominado extracto inicial (EI) 1 y 2, de
acuerdo al cultivo del que proviene (Figura 6.7).

Los extractos iniciales se mezclaron, obteniéndose un volumen de 46,5 ml. Se almacend a -

20 °C una fraccion de 0,5 ml y los 46 ml restantes pasaron a ser tratados con TCA (ver
5.1.4.2).

Se agregd6 0,939 ml de TCA 100% al extracto inicial para dar una concentracion del 2% en la
solucién. Al momento de agregar el TCA, se observo turbidez. Después de dejar la solucion
30 minutos en hielo, se centrifugd obteniendo un sobrenadante de color amarillento (donde

se espera encontrar la proteina NHP6A) y un sedimento compacto. Ambos, sobrenadante y
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sedimento, se siguieron procesando hasta comprobar la ubicacion de la proteina de interés.

Para minimizar el riesgo de desnaturalizacion de la proteina, se neutraliz6é la solucion de
sobrenadante mediante un proceso de didlisis frente al buffer de equilibrado a usar en la
etapa de cromatografia posterior (100 mM NaCl, 10 mM Tris, 1 mM EDTA, 1 mM DTT a pH
7,9). En el caso del sedimento, el proveniente de uno de los tubos de 50 ml (que
corresponde a la mitad del sedimento total obtenido), fue resuspendido en 5 ml de buffer de
equilibrado; y posteriormente fue dializado ante el mismo buffer.

Una vez dializadas las muestras, se tomaron controles electroforéticos para verificar los
resultados del tratamiento del sedimento bacteriano. El control electroforético se realiz6 en

un gel SDS-PAGE (Figura 6.7), donde se comparan las diferentes fracciones obtenidas.

Se observa que el sobrenadante (fraccion soluble en TCA 2%) presenta una banda
claramente definida correspondiente a la proteina NHP6A. Adicionalmente, apenas se
observan proteinas contaminantes. Al comparar con el sedimento resuspendido, la cantidad
de NHP6A que parece haber precipitado es considerable y se encuentra contaminada con
otras proteinas, pero en mucha menor proporcion que las presentes en los extractos
iniciales (El 1y El 2).

Sedimento
resuspendido  Sobrenadante

l’ ElI1l EI2 i

[ <— NHP6A

Figura 6.7. Andlisis electroforético en un gel SDS-PAGE del fraccionamiento mediante TCA 2%
Se muestran el sobrenadante (fraccion soluble) y el sedimento obtenidos comparados con el extracto
inicial de partida (EI).

Asi pues, y a diferencia de lo que se observo en la prueba a pequefia escala (ver 6.1.2), la
mayoria de la proteina NHP6A aparece en la fraccion insoluble.
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A partir de estos resultados, se decidié purificar tanto la NHP6A presente en el
sobrenadante como la presente en el sedimento resuspendido, mediante una secuencia de

cromatografias.

6.4. Purificacion de la proteina NHP6A

Asi como la NHP6A recuperada del sedimento resuspendido aparece con gran cantidad de
proteinas contaminantes, la proteina NHP6A que se recupera en el sobrenadante presenta
una pureza aparente considerable. Debido a esto, la secuencia de cromatografias para

estas muestras sera diferente (Figura 6.8).

El sobrenadante pasé directamente a una cromatografia de exclusion molecular, porque
parecia presentar pocas proteinas contaminantes y todas de menor tamafio que la NHP6A
(mayor avance en el gel de electroforesis - Figura 6.7). Los resultados luego mostraron
necesaria la realizacion de una cromatografia de intercambio catibnico para remover
proteinas que no se observaron previamente (probablemente por la baja concentracion de la
muestra cargada en el gel - Figura 6.7).

Cromatografia Cromatografia
Sobrenadante de exclusion de intercambio
molecular iénico
Precipitacion .
mediante Concentracion Muestras
2% de TCA y didlisis finales
(]
Sedimento Cromatografia Cromatografia
resuspendido de intercambio de exclusion
ionico molecular

Figura 6.8. Esquema del proceso de purificacidon seguido para las muestras post
fraccionamiento con 2% de TCA

En cambio, el sedimento resuspendido, pasé en primera instancia a una cromatografia de
intercambio catiénico, para separar las proteinas contaminantes en base a su carga. Esta
cromatografia suele usarse como primera etapa de purificacion porque remueve una gran
cantidad de contaminantes. Luego, se realizé la cromatografia de exclusion molecular como

afinamiento.

Por dltimo, las muestras resultantes de ambas secuencias de purificacion fueron
concentradas y dializadas, para su almacenamiento y posterior uso en ensayos

cristalogréficos (apartado 6.5.4).
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6.4.1. Cromatografia de intercambio cationico

Las cromatografias de intercambio cationico, se realizaron usando una columna HiTrap SP
FF de GE Healthcare, en el equipo FPLC AKTA Purifier 10 (ver 5.2.1). Esta columna, cuya
matriz posee una carga negativa, retuvo la proteina NHP6A (catidnica), mientras que las
proteinas con carga neutra o carga negativa no se retienen. Para eluir la proteina de interés,
se utilizé un gradiente de concentracion creciente de sodio, que desplazé la proteina

retenida en la matriz.

Como se comentd previamente (Figura 6.8), las muestras a las que se les realiz6 una
cromatografia de intercambio cationico son: el sedimento resuspendido de la precipitacion
con TCA (MDP 1 en Figura 6.9) y la fraccion sobrenadante después de ser tratada mediante
una cromatografia de exclusion molecular (MDP 2 en Figura 6.9), (ver también 6.4.2). Las
condiciones de operacion empleadas durante las cromatografias se presentan a
continuacion (Tabla 6.2).

Tabla 6.2. Condiciones de operaciéon para las cromatografias de intercambio catiénico

Parametro MDP 1 MDP 2
Columna HiTrap SP FF de GE Healthcare
Volumen de resina 5ml
Presion maxima admisible 0,3 MPa
Tamanfio del loop 10 ml
Muestra 72,347 mg e-n- 4 ml 23,25 ml .(.en buffer de
(buffer de equilibrado) equilibrado)
Inyecciones de muestra 2 inyecciones 3 inyecciones (2 de 8,5
(4 mly 90 pl) mly 1 de 6,25 ml)
Flujo 2 ml/min 1 ml/min
Elucion Buffer de equilibrado a buffer de elucién (100 mM
NaCl a1 M NaCl) en 90 ml
Volumen de fracciones 2ml
DO medida a A 220 nm, 260 nmy 280 nm

La Figura 6.9 presenta los cromatogramas obtenidos durante las cromatografias de
intercambio cationico. En el caso de la MDP 1, se observa un pico de absorbancia a 280 nm
entre 45% y 55% de la solucion de elucion, lo que corresponde aproximadamente al rango
500-600 mM de NaCl. Las fracciones (Fr) correspondientes al pico de absorbancia, Fr 29 a
Fr 38, se colectaron para su posterior analisis mediante un gel de electroforesis (Figura
6.10). Para la MDP 2, se observa un pico de absorbancia a 280 nm entre 45% y 60% de la

solucién de elucion, lo que corresponde aproximadamente al rango 500-650 mM de NacCl.
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Las fracciones correspondientes al pico de absorbancia, Fr 33 a Fr 42, se colectaron para su
posterior analisis mediante un gel de electroforesis (Figura 6.10).
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Figura 6.9. Cromatogramas de la columna HiTrap Sp FF para las muestras MDP 1 (arriba) y
MDP 2 (abajo)

El andlisis electroforético (Figura 6.10) mostrd presencia de la proteina NHP6A en las
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fracciones colectadas, con la mayor concentracion de proteina y la menor proporcion de
contaminantes en el punto més alto del pico de absorbancia (280 nm). Esto se cumple para
las muestras MDP 1y MDP 2. También se observa que durante la centrifugacion de MDP 1,
previa a su inyeccion en la columna, se eliminaron gran nimero de proteinas contaminantes

gue se quedaron en el sedimento (ND).

Fracciones

MDP 1
ND g 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38
Q
I
3
- P — <«— NHP6A
Fracciones
MDP 2
ND fg 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42
g
2
o~ R — <— NHP6A

Figura 6.10. Gel SDS-PAGE correspondiente a las fracciones de la columna HiTrap SP FF para
las muestras MDP 1 (arriba) y MDP 2 (abajo)

En el caso de la MDP 1, la fraccion 30 contiene proteinas contaminantes y la fraccion ya 38
no presenta niveles observables de NHP6A. Debido a esto, se escogio continuar purificando

las fracciones 31-37.
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En el caso de la MDP 2, para la cual la columna HiTrap SP FF representaba la Gltima etapa
de cromatografia, se descartaron las fracciones 33-36 por no ser suficientemente puras. Se
decidio tomar la Fr 37 y las fracciones 38-40 para concentrar y dializar. Estos dos grupos de
fracciones se mantuvieron por separado porque la Fr 37 (desde este momento M4) present6
una leve banda por debajo de la NHP6A, mientras que las fracciones 38-40 (en adelante
M3) tenian mayor grado de pureza.

6.4.2. Cromatografia de exclusion molecular

La cromatografia de exclusion molecular separa las macromoléculas presentes en las
soluciones de acuerdo a su tamafo y, generalmente, constituye la Ultima etapa de una

secuencia de cromatografias, usdndose como afinamiento.

Para la muestra proveniente del sobrenadante de la precipitacion al 2 % de TCA (Figura 6.8)
esta cromatografia es la primera de su secuencia. Como se comentd previamente, se
considerd que esta muestra tenia un grado de pureza suficientemente alto (Figura 6.7) para

ser tratada directamente con una cromatografia de exclusién molecular.

Por otro lado, las fracciones provenientes de la cromatografia de intercambio catiénico de la
MDP 1 (Fr 31-37 en la Figura 6.10) se mezclaron en un tubo Falcon de 15 ml, que se colocé
en hielo. A dicha muestra se le identific6 como “Muestra 31-37” y se le determind la
absorbancia para comprobar que el contenido de proteina no excediera el valor limite. El
célculo se llevo a cabo utilizando la ley de Beer-Lambert (ver 5.2.4) como se muestra a

continuacion:

A 0,4805 .
C=—-= T = 4,445.1075M
el 10810 1/, p-1cm

mol
4,445.1075 . 10802%. 14ml = 0,00672 g = 6,72 mg

Una vez verificado el contenido de proteina, se concentrd la muestra hasta un volumen
apropiado para ser cargado en la columna. El volumen maximo recomendado para obtener
cromatogramas de buena resolucion es de 500 pl. Los volumenes iniciales y finales de la

concentracion de las muestras se muestran en la Tabla 6.3.
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Tabla 6.3. Caracteristicas de la concentracion de las muestras previo a la cromatografia de
exclusién molecular
Muestra de partida Volumen inicial Volumen final
Sobrenadante de la
precipitacion al 2% de TCA
Muestra 31-37 14 ml 220 pl

46 ml 720 l

El proceso de concentracion se llevo a cabo usando un Vivaspin® 20 de MWCO 3000, cuyo
volumen maximo recomendado es de 14 ml. En el caso de muestras de volumen mayor, se
concentraba hasta disminuir el volumen lo suficiente como para rellenar la parte superior del
concentrador con muestra, hasta lograr concentrarla en su totalidad. La absorbancia de los

filtrados de la concentracion fue leida y se comprob6 que no se perdié proteina.

La muestra constituida por el sobrenadante de la precipitaciéon al 2 % de TCA se concentrd
hasta un volumen mayor a 500 ul. Debido a esto, se dividié en dos alicuotas (360 pl cada

una) y se realizaron dos cromatografias consecutivas (Run 1y Run 2 en Figura 6.11).

En el caso de la muestra proveniente de la cromatografia de intercambio iénico, sélo se
requirio realizar una cromatografia por cumplir con los requerimientos de volumen y cantidad

de proteina.

Las condiciones de operacion empleadas durante las cromatografias se presentan a
continuacion (Tabla 6.4).

Tabla 6.4. Condiciones de operacién para las cromatografias de exclusion molecular

Sobrenadante de la
Parametro precnp(;tjflz_lg:\ al 2% Muestra 31-37
Run 1 Run 2
Columna HiLoad Superdex 75 10/300 GL de GE Healthcare
Volumen de resina 24 ml
Presiéon maxima admisible 1,75 MPa
Tamario del loop 500 pl
Muestra 360l | 360l 672 mzzge“:\al 6A)
Flujo 0,5 ml/min
Elucion Composicion constante — Buffer Superdex 200 (150
mM NacCl, 50 mM HEPES, 1 mM DTT a pH 7,4)
Volumen de fracciones 0,5 ml
DO medida a A 220 nm, 260 nmy 280 nm

En la cromatografia de exclusion molecular el proceso de equilibrado y el programa de
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cromatografia se realizan utilizando el mismo buffer (Superdex 200 - 150 mM NacCl, 50 mM
HEPES, 1 mM DTT a pH 7,4).

La Figura 6.11 presenta los cromatogramas obtenidos durante las cromatografias de

exclusion molecular para el sobrenadante de la precipitacion al 2% de TCA (Run 1y 2), asi
como para la Muestra 31-37.

mAU Sobrenadante de la precipitacién al 2% de TCA
! 1. f i |
4000 Lk | ]
[ N
T { { P
J i { M,y
— ‘ﬂh n / e
3000 ~d. *"“'d'! ": \‘ - i -‘L..'- ‘ § T ) )
i UV1_2801mm
ji ———= UV3_22010m
{ i1 i - Fractions
200 1 g0 H o — - UV2_260nm
i it Conductividad
1000
=
!
0
0
\
mAU
: ‘
3000 : f !
| |
\ a
I ,| :
W 1 I
| P
2000 4 1 . ‘ !
: i . i
b I [ UWVI_280nm
i ' —— UV3_2200m
Bai ! - -
& i ! ——. rracuons
1000 1 : | ‘-1 ™ &N
i L] —=m-eUV2_260mm
| | | - L
& ! — Conductividad
i .
0 [ WIS R— - - » II P e L "
/ |
B U B et ~—— N .
. K‘-’w AT N | \
| Thdd Ll T r ettt AANIT L trrrrrrrrrnd
Tola ol del dolol of i L JLd d B J L4
1000 bl R R
0.0 100 200 300 400 500 wun
NHP6A

Figura 6.11. Cromatogramas de la columna HiLoad Superdex 75 10/300 GL para el
sobrenadante de la precipitacion al 2% de TCA (arriba) y la Muestra 31-37 (abajo).
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En el caso del Run 1 de la cromatografia para el sobrenadante de la precipitacion al 2% de
TCA, la proteina se recogio en las fracciones Fr 19 a Fr 23, tal y como se comprobé tras su
andlisis mediante un gel de electroforesis (Figura 6.12). Analogamente, la NHP6A se
recupero en las fracciones Fr 65 a Fr 70 del Run 2 (Figura 6.12).

Se observa que en el caso del Run 1y el Run 2, todas las fracciones colectadas en los picos
de elucion de la proteina contienen NHP6A, en mayor o menor proporcion, pero también
presentan numerosas proteinas contaminantes que no eran Vvisibles cuando la
concentracion de la solucién era menor (Figura 6.7). Debido a esto, todas las fracciones
colectadas se sometieron a una cromatografia de intercambio catidénico, para intentar
remover las proteinas contaminantes por diferencia de carga (ver 6.4.1). Las fracciones 19-
23 del Run 1y 65-70 del Run 2 se reunieron, y para ajustarlas a las condiciones iniciales de
la columna de intercambio catidnico, se adicion6 18 ml de una solucién 10 mM Tris, 1 mM
EDTAy 1 mM DTT. De esta forma, se llevé el contenido de NaCl a aproximadamente 100

mM. A esta muestra final se le llamé MDP 2.

Como se ha comentado anteriormente, la MDP de esta columna presentaba un color
amarillento. A lo largo de la cromatografia se observé el avance de una seccién amarillenta
gue acabd eluyendo entre las fracciones 25-35 del Run 1 y 72-82 del Run 2. Dichas
fracciones, no obstante, no presentaron muestra de NHP6A sino de otras proteinas de

mayor masa molecular (ver Figura 6.12, derecha).

Respecto a la cromatografia de la Muestra 31-37, las fracciones correspondientes al pico de
absorbancia a 280 nm que se analizaron electroforéticamente, fueron las Fr 19 a Fr 24.

Estas fracciones se analizaron electroforéticamente (Figura 6.12).

Se observa que las Fr 18 y Fr 19 contienen la proteina de interés en baja concentracion y su
grado de pureza es bajo, mostrando bandas de proteinas contaminantes. Estas fracciones
se descartaron. La Fr 20 presenta un alto nivel de NHP6A pero algunas proteinas
contaminantes de mayor tamafio. Las Fr 21 a Fr 23 contienen la proteina de interés y un
mayor grado de pureza. Debido a esta diferencia de pureza, la Fr 20 (desde este momento
M1) se procesaré por separado de las Fr 21-23, que se mezclaran (la muestra resultante se

llamara M2).
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Run 1 Run 2 Run 1
| |

Fr: 19 20 21 22 23 65 66 67 68 69 70 27 30 33

Fracciones

B _>I

[ |
18 19 20 21 22 23 24

<— NHP6A

Figura 6.12. Gel SDS-PAGE correspondiente a las fracciones de la columna Hiload Superdex
75 10/300 GL para el sobrenadante de la precipitacion al 2% de TCA (arriba) y la Muestra 31-37
(abajo).

6.4.3. Concentracién y dialisis de la proteina purificada

De acuerdo a los resultados obtenidos en el proceso de purificacion de la proteina NHP6A,
se juntaron las fracciones de las respectivas etapas de cromatografias segin su grado de

pureza (Tabla 6.5).
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Tabla 6.5. Fracciones de las cromatografias unidas de acuerdo al grado de pureza

Muestra | Ultima etapa de cromatografia | Muestra de origen Fracciones
M1 , 20
N2 Exclusion molecular Muestra 31-37 21 22y23
M3 L, 38,39y40
M Intercambio iénico MDP 2 37

Una vez juntadas las fracciones obtenidas de las cromatografias, éstas se concentraron y
dializaron utilizando los dispositivos Vivaspin® 6 de MWCO 3000 (ver 5.2.3). En este
momento, las muestras se encontraban disueltas en el buffer de la dltima etapa de
cromatografia que se les realizo, lo que les daba un medio con alto contenido de sales. De
esta manera se paso la proteina al buffer final (50 mM NaCl, 25 mM HEPES, 1 mM DTT a
pH 7,4) para realizar los ensayos de cristalografia.

Las muestras se concentraron hasta alcanzar un volumen menor a 1 ml, momento en el cual
se comenzaron los lavados con buffer final para dializarlas. Finalmente, se concentraron y
se les calculd la concentracion, mediante la lectura de absorbancia (Tabla 6.6) y la
aplicacion de la ley de Beer-Lambert. De igual manera, los filtrados de todas las
concentraciones (FT) y didlisis (D) se conservaron, se les leyd la absorbancia y calcul6 la

concentracion (Tabla 6.7).

Tabla 6.6. Contenido de proteina de las muestras M1, M2, M3y M4

Muestra .V.ol_umen volumen final Concentracion (mM) NHP6A (mg)
inicial (ml) (ul)
M1 0,5 300 0,1798 0,5827
M2 1,5 250 0,0558 0,1508
M3 6 45 0,1054 0,0513
M4 2 60 0,3348 0,217

Tabla 6.7. Contenido de proteina de los filtrados y dializados de las muestras M1, M2, M3y M4

Muestra Volumen (ml) | Concentracién (mM) NHP6A (mg)
FT1 0,5 0,0004 0,0025
D1 14 0,0031 0,4756
FT2 15 0,0277 0,4488
D2 14 0,0031 0,4756
FT3 6 0,0192 1,2411
D3 12 0,0079 1,0312
FT4 2 0,0193 0,4180
D4 12 0,0072 0,9353

Al comparar los valores de concentracién de proteina obtenidos (Tabla 6.6) con las
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estimaciones preliminares realizadas (ver 6.4.2), se sabe que se ha perdido proteina durante
el proceso de concentracion y didlisis. Esto se corrobora al analizar las concentraciones de
proteina presentes en los filtrados y dializados (Tabla 6.7). A pesar de que el MWCO del
Vivaspin® 6 (3000 Da) es considerablemente menor a la masa molecular de la NHP6A
(10802,3 Da), parte de ésta ha logrado pasar a través de la membrana hacia los filtrados y
dializados.

En vista de que las muestras se desean destinar a ensayos cristalogréaficos, se requiere que
sean concentradas, ya que se trabaja con volimenes muy pequefos. En general, se
considera una muestra apta si su concentracion final es mayor a 2 mM de proteina. Dado
que la concentracion de las muestras M1, M2, M3 o M4 era insuficiente, se retomé el
proceso de concentracién, pero esta vez con los filtrados dializados (mayor presencia de

proteina).

Se decidié seguir concentrando la muestra FT2 y también unir las muestras FT3, D3, FT4 y
D4 (cuya mezcla se denominara MF1) para su concentracion. Para ello, se utilizaron
concentradores Vivaspin® 20, con los que previamente se obtuvieron buenos resultados
(ver 6.4.2). Se siguié el procedimiento detallado en el apartado 5.2.3 para realizar la

concentracion. Se recogieron los filtrados para posterior lecturas de absorbancia.

Debido a que el volumen limite de concentracion del Vivaspin® 20 es de 50 pl, al alcanzar
un volumen de aproximadamente 230 pl, la concentracion de la muestra MF1 se continué en
un concentrador Amicon Ultra-0,5 ml. Se recogié el filtrado para posterior lectura de

absorbancia.

Las concentraciones finales de las muestras FT2, MF1 y sus respectivos filtrados pueden

verse en la Tabla 6.8.

Tabla 6.8. Contenido de proteina de las muestras FT2, MF1 y sus filtrados

Volumen | Volumen final . Masa NHP6A
Muestra . Concentracion (mM)
inicial (ml) (M) (mg)
FT2 15 266 0,0496 0,1426
Filtrado de FT2 15 15 0,0121 0,1963
MF1 32 42 2,6698 1,2112
Filtrado de MF1 0,458 0,458 0,0557 0,2760

Al analizar los valores de laTabla 6.8, se constata que se ha perdido proteina de nuevo.
Parece que el uso del concentrador Amicon Ultra-0,5 ml reduce la pérdida de proteina por la

membrana pero no la elimina.
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Al tener las muestras concentradas, se requiere saber si cumplen con los requerimientos de
pureza. La muestra MF1 tiene una concentracion adecuada para Su uso en ensayos
cristalogréficos, por lo que es de particular interés conocer su grado de pureza. Este andlisis
se realiza mediante una electroforesis SDS-PAGE. En la Figura 6.13 se muestra el analisis
electroforético tanto de las muestras M1, M2, M3 y M4, como de las obtenidas tras el nuevo

proceso de concentracion (MF1y FT2).

M1 M2 FT2 M3 M4 MF1

S ———p "= <— NHP6A

Figura 6.13. Gel SDS-PAGE de las fracciones finales concentradas de la proteina NHP6A

Los ensayos cristalograficos finalmente se llevaron a cabo con la muestra MF1 de la
proteina NHPG6A, por presentar un elevado grado de pureza y una concentracion suficiente
(2,67 mM).

6.5. Ensayos cristalogréaficos

Los ensayos cristalograficos realizados en este proyecto buscan estudiar la interaccion con
el surco estrecho del ADN, en zonas ricas en AT, de un farmaco derivado de difenilo

bisimidazolinio y de proteinas HMGB, particularmente de la NHP6A y la HMGB1 box B.

Para ello, se busco cristalizar complejos de la proteina NHP6A y HMGB1 box B, o de un
farmaco derivado de difenilo bisimidazolinio, con diferentes oligonucleétidos, para su

difraccién mediante rayos X.

A continuacion se resumen las condiciones de los 106 ensayos cristalogréficos realizados y
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los resultados obtenidos. En ellos se detallan los oligonucleétidos empleados y las
condiciones de la gota (relacion molar proteina/farmaco-oligonucleétido y sus
concentraciones, las sales utilizadas, pH vy tipo de precipitante). Para ver una descripcion
mas detallada de cada gota, ver Anexo B.

Nota: Los resultados reportados corresponden al periodo de monitoreo: 17-12-2015 al 08-
06-2016. Sin embargo, es importante destacar que todas las gotas siguen siendo

supervisadas regularmente.

6.5.1. Oligonucledtidos empleados

Los oligonucleétidos utilizados en los ensayos de cristalizacion se encontraban preparados y
disponibles en el laboratorio del grupo de investigacion MACROM en la ETSEIB. Sus
caracteristicas se presentan a continuacion en la Tabla 6.9.

Tabla 6.9. Oligonucleétidos empleados en los ensayos de cristalizacion

: Masa Molecular Coeﬂmgpte Concentracion N° ensayos
Secuencia Extincion ;
(Da) (mM) realizados
(I’/mmol.cm)
AATTTAAATT 6050,20 105,2 3,787 36
ATAATATTAT 6050,20 109,2 2,515 8
ATTAATTAAT 6050,20 107,2 5,275 10
ATTTATAAAT 6050,20 107,2 5,614 12
AATAATTATT 6050,20 107,2 5,220 12
GGGAAATTTCCC 7290,00 114,9 2,750 28

Las secuencias utilizadas son ricas en AT, debido a que el farmaco a analizar esta
destinado a actuar frente a enfermedades como la malaria (el genoma del Plasmodium
falciparum es 80% AT) y la tripanosomiasis (el KADN de Trypanosoma brucei es méas de
70% AT) (ver 4.3.1).

6.5.2. Condiciones de cristalizacion

Las condiciones generales de cristalizacion escogidas provienen de ensayos exitosos
realizados anteriormente por el grupo MACROM con farmacos y proteinas similares. Las

condiciones utilizadas son las presentadas a continuacion:

- Temperatura: las gotas fueron realizadas en un cuarto de temperatura controlada a
20 °C. Las gotas de farmacos se almacenaron a 13 °C, mientras que las de

proteinas se guardaron a 4 °C. Durante el monitoreo de las mismas, se tomaron
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precauciones, como mantenerlas en hielo y revisarlas en cuartos de temperatura

controlada, para evitar que fuesen afectadas por cambios de temperatura.

- Volumen de gota: en su mayoria, las gotas tienen un volumen de 4 ul. Se agregaron

2 ul de solucion de cristalizacion y 2 pl del complejo farmaco-oligonucledtido o
proteina-oligonucledtido dependiendo del caso. En el caso de gotas de volumen de 3
ul, sélo se agrego 1 pl de solucién de cristalizacion.

- Tiempo de incubacion: los complejos farmaco-oligonucleétido fueron incubados por 3

horas antes de la realizacion de la gota, mientras que los de proteina-oligonucle6tido
recibieron una incubacién o/n. La incubacion se realiz6 en hielo y en una camara fria
ad°C.

- Soluciones de cristalizacion: la seleccidon de las soluciones utilizadas se hizo

considerando concentraciones bajas de sales, para evitar su competencia con los
grupos positivos de la proteina en la union con el oligonucleétido; y para evitar la
formacion de cristales de sal. Ver Anexo B, seccion B.1y B.2 para mas detalles de la

composicion de las soluciones de cristalizacion.

o pH: el pH de las gotas de farmaco-oligonucle6tido corresponde a 6 para todas
las soluciones de cristalizacion. En el caso de la proteina, se prob6 pH 6y 7,5
de acuerdo a la solucion usada, para mantenerse alrededor del pH neutro.
También se probd una condicion méas extrema con pH 9 para intentar replicar

un caso de éxito obtenido previamente [43].

o Sales: se utilizaron las sales MgCl,, MgAC (AC: acetato), MnCl, y NH,AC, de
concentracion entre 16 y 20 mM para el caso de farmacos. Para proteinas sélo
se utiliz6 MgCl, entre 20 y 25 mM. Todas las soluciones de cristalizacion

contienen ademéas NaCac.

o Agente reductor: para prevenir la oxidacién de las proteinas y su posible

agregacion, se agregoé como agente reductor el DTT. Se hicieron también dos
pruebas para la proteina NHP6A usando TCEP (tris(2-carboxietil)fosfina) como

reductor.

- Precipitante: el precipitante usado para las gotas de farmaco-oligonucleétido fue

MPD (2-metil-2,4-pentanodiol), empezando siempre con una concentracién en pozo
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del 20%. En el caso de las gotas de proteina-oligonucle6tido, en su mayoria se
utiliz6 MPD, empezando con una concentracion del 30%. En el caso concreto de la
NHPG6A, en unos casos se utilizé también PEG 8000 al 20% para intentar replicar un
caso de éxito previo [43].

- Relaciones molares: Se utilizaron relaciones molares de farmaco-oligonucleotido 1:1,
2:1y 4:1; 1:1y 2:1 para HMGB1 box B-oligonucleétido; y 2:1, 3:1 y 6:1 de NHP6A-
oligonucledtido. Las relaciones molares 4:1 y 6:1 se usaron en pruebas para

determinar si el aumento de concentracion favorecia la formacion de cristales.

6.5.3. Proteina HMGB1 Box B

Se han realizado 20 gotas con la proteina HMGB1 box B, probando dos oligonucle6tidos
diferentes, AATTTAAATT y GGGAAATTTCCC. El stock de proteina utilizado corresponde a
una purificacion previa de concentracion 4,03 mM. La Tabla 6.10 muestra un resumen de las

condiciones utilizadas.

Tabla 6.10. Condiciones de las gotas de la proteina HMGB1 box B

Relacion molar
Oligonucleétido Gotas (oligonucleotido- | Solucion de cristalizacion* | Precip
proteina)
AATTTAAATT FH1 - FH5 1:1 T6 (10 MM MgCl,, pH 7,5)

FH6 - FH10 2:1 T9 (12,5 mM MgCl;, pH 7.5),

FH11 - FH15 11 C6 (10 mM MgCl,, pH 6) MPD
GGGAAATTTCCC _ C9 (12,5 mM MgCl,, pH 6)

FH16 - FH20 2:1 Natrix 15 (40 mM MgCl,, pH 6)

* Ver Anexo B, seccién B.1y B.2 para més detalles de la composicion de las soluciones de cristalizacion.

Todas las series de gotas tuvieron como volumen final 4 pl. Los resultados obtenidos con

cada serie de gotas realizada se presentan a continuacion:
Gotas FH1 - FH5

En esta serie de gotas se formaron numerosos cristales entre 40% y 48% de concentracion

de precipitante en el pozo.

En las gotas FH1 y FH4 se formaron cristales rectangulares de pequefio tamafo a una
concentracion de precipitante del 48%. Particularmente, en ambas gotas aparecio un cristal
de gran tamafio y bordes muy bien definidos (bien facetado y birrefringente, pendiente de
congelar). Los cristales fueron aumentando de tamafio a medida que pasaba el tiempo. Se

realiz6 un lento aumento de la concentracion del pozo que corrigié la superficie no
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homogénea que presentaban.

En las gotas FH2 y FH5 se formaron cristales rectangulares de pequefio tamafio a una
concentracion del 42% y del 40%, respectivamente. Se fue aumentando lentamente la
concentracion de precipitante para favorecer el crecimiento de los cristales y volverlos méas
homogéneos. Los cristales mejor facetados y birrefringentes quedan pendientes de
congelar. La evolucion de estas gotas puede verse en la Figura 6.14.

FH2

42% de MPD 46% MPD 51% MPD
FH5

N\

\

40% de MPD 42% MPD 45% MPD

Figura 6.14. Evolucién de los cristales en las gotas FH2 (arriba) y FH5 (abajo)

En la gota FH3 aparecieron numerosos cristales rectangulares de tamafio pequefio a una

concentracion de precipitante en el pozo de 56%.
Gotas FH6 — FH10

Esta serie de gotas contiene las mismas condiciones que la serie anterior pero con una

relacion proteina-oligonucledtido de 2:1.

En las gotas FH6, FH7 y FH10 se formaron cristales rectangulares de tamafio mediano a
concentraciones de pozo entre el 46% y el 50%. Particularmente, en la gota FH7 aparecio
un cristal de gran tamafo y bordes muy bien definidos (bien facetado y birrefringente). Se
fue aumentando lentamente la concentracion de precipitante para favorecer el crecimiento

de los cristales y volverlos mas homogéneos. En estas gotas (FH6, FH7 y FH10) quedan
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cristales pendientes de congelar.

Las gotas FH8 y FH9 no evolucionaron favorablemente. La gota FH9 se mantuvo clara a
una concentracion de precipitante en el pozo mayor al 40%. La gota FH8 presentd

separacion de fases que no evoluciond.
Gotas FH11 - FH15

Estas gotas corresponden a las mismas condiciones de la serie FH1 - FH5 usando el
oligonucleétido GGGAAATTTCCC. A partir de concentraciones de precipitante en el pozo por

encima de 30%, todas presentaron separacion de fases que no evolucioné favorablemente.
Gotas FH16 - FH20

Analogamente, estas gotas corresponden a las mismas condiciones de la serie FH6 - FH10
pero con el oligonucleétido GGGAAATTTCCC. Esta serie no evolucion6 favorablemente. Las
gotas FH16-FH20 presentaron separacion de fases que no evolucion6 favorablemente, a
pesar de continuos aumentos de la concentracion de precipitante en el pozo. Particu-

larmente, la gota FH20 present6 una pequefia cantidad de precipitado cristalino.

Consideraciones finales sobre los ensayos con la proteina HMGB1 box B

- Se obtuvo cristales s6lo en los ensayos con el oligonucleétido AATTTAAATT vy en
las dos relaciones molares proteina-oligonucle6tido (1:1 y 2:1).

- Soluciones de cristalizacion con mejores resultados: T6 (10 mM MgCl,, pH 7,5), T9
(12,5 mM MgCl,, pH 7,5), C9 (12,5 mM MgCl,, pH 6) y Natrix n° 15 (40 mM MgCl,,
pH 6). No se observo diferencia en los resultados para concentraciones de MgCl, de
10y 12,5 mM en gota.

- Porcentaje de precipitante en el pozo al que aparecieron los cristales: 42% a 56%.

6.5.4. Proteina NHP6A

Se han realizado 28 gotas con la proteina NHP6A, probando tres oligonuclettidos
diferentes, el AATTTAAATT, ATTAATTAAT y GGGAAATTTCCC. La Tabla 6.11 muestra un

resumen de las condiciones utilizadas.
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Tabla 6.11. Condiciones de las gotas de la proteina NHP6A

Relaciéon molar
Oligonucleétido Gotas (oligonucleoétido- Solucién de cristalizacion Precip
proteina)

FN1 - FN5 2:1 T6 (10 mM MgCl,, pH 7,5)

T9 (12,5 mM MgCl,, pH 7,5)
C6 (10 mM MgCl,, pH 6) MPD

AATTTAAATT FN6 - FN10 31 C9 (12,5 mM MgCly, pH 6)

Natrix 15 (40 mM MgCl,, pH 6)

FN11 31 C2 (100mM MgCl,, pH 9) PEG

. C2 (100mM MgCl,, pH 9) +
JU—— FN12 31 TCEP 8000
FN25 3:1 T9 (12,5 mM MgCl,, pH 7,5) MPD

FN26 6:1

T6 (10 mM MgCl,, pH 7,5)

FN13 - FN17 2:1 T9 (12,5 mM MgCl,, pH 7,5)
GGGAAATTTCCC C6 (10 mM MgCl,, pH 6) MPD

FN18 - FN22 3:1 C9 (12,5 mM MgCly, pH 6)

Natrix 15 (40 mM MgCl,, pH 6)

FN23 3:1 C2 (100mM MgCl,, pH 9) PEG

. C2 (100mM MgCl,, pH 9) +
FN24 31 TCEP 8000
ATTAATTAAT FN27 3:1 T9 (12,5 mM MgCl,, pH 7,5) MPD

FN28 6:1

*Ver Anexo B, seccion B.1y B.2 para mas detalles de la composicion de las soluciones de cristalizacion.

Los volimenes de las gotas FN1 - FN24 son de 4 pl, mientras que las gotas FN25 - FN28
son de 3 pl. Los resultados obtenidos con cada serie de gotas realizada se presentan a

continuacion:
Gotas FN1 - FN5

En esta serie de gotas se formaron numerosos cristales entre 40% y 54% de concentracion

de precipitante en el pozo.

En la gota FN1 se formaron tres cristales de gran tamafio que se volvieron mas grandes y
uniformes al aumentar lentamente la concentracién de precipitante en el pozo (bien
facetados y birrefringentes, pendientes de congelar). La gota FN3 presenté cinco cristales

delgados a una concentracion de precipitante en el pozo del 54%.

En la gota FN2 (Figura 6.15), se formaron dos cristales inicialmente (uno rectangular y otro
en forma de aguja) y aparecieron mas con el tiempo (rectangulares de pequefio tamafio). Se

aumenté muy lentamente la concentracion de precipitante en el pozo, mejorando el tamafio
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de los cristales y volviéndolos mas homogéneos (de acuerdo a su evolucion, 2 a 4 cristales
pendientes por congelar). Este fue el mismo caso de las gotas FN1 y FN4.

En la gota FN5 (solucion de cristalizacion Natrix n° 15), se formaron 4 cristales de diferentes
tamanos que partian del mismo punto y crecian en diferentes direcciones (Figura 6.15). Con
el pasar del tiempo mejoraron en tamafio y homogeneidad. Se aument6 lentamente la

concentracion de precipitante con lo que se mejoré la superficie de los mismos.

FN5

Figura 6.15. Cristales de la gota FN2 (izquierda) y gota FN5 (derecha)

Gotas FN6 — FN10

Esta serie de gotas contiene las mismas condiciones que la serie anterior pero con una

relacion proteina-oligonucledétido de 3:1.

En la gota FN7 se formaron alrededor de 15 cristales delgados y de tamafio pequefio a una
concentracion de precipitante en el pozo del 56%. En la gota FN10 aparecieron dos cristales

pequefios a una concentracion de precipitante en el pozo del 59%.

La gota FN9 mostré pequefias cantidades de precipitado cristalino a concentraciones de
precipitante en el pozo entre 44% y 48%. Las gotas FN6 y FN8 se mantuvieron claras a
concentraciones de precipitante en el pozo mayores al 50%.

Gotas FN11 - FN12

Las gotas de esta serie usan PEG 8000 como precipitante en el pozo y una relacion
proteina oligonucledtido de 3:1. Ademas, se realizaron con la solucién de cristalizacion C2 a
un pH de 9. Se empezé con un 20% de concentracion de precipitante y se fue aumentando

progresivamente hasta concentraciones cercanas al 50%.

La gota FN11 mostré separacion de fases desde su creacién pero no evolucioné

positivamente.
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A la gota FN12 se le agregd TCEP (agente reductor méas estable que el DTT) en la solucion
de cristalizacion. A partir de una concentracion de precipitante en el pozo del 38%, se
formaron pequefios precipitados cristalinos (Figura 6.16) por toda la gota que no

evolucionaron favorablemente.

A

Figura 6.16. Precipitado cristalino en la gota FN12

Gotas FN13 - FN17

Estas gotas imitan las condiciones de la serie FN1 - FN5 usando el oligonucleétido
GGGAAATTTCCC. Sin embargo, con este oligonucleétido, no se obtuvieron cristales. Asi a
concentraciones de precipitante en el pozo por encima de 30%, todas las gotas presentaron

separacion de fases que no evolucion6 favorablemente.
Gota FN18 — FN22

Esta serie de gotas contiene las mismas condiciones que la serie anterior pero con una
relacion proteina-oligonucleétido de 3:1. A concentraciones de precipitante en el pozo por
encima de 50%, todas las gotas presentaron separacién de fases que no evoluciond

favorablemente.
Gota FN23 - FN24

Estas gotas imitan las condiciones de las FN11 y FN12 usando el oligonucledtido
GGGAAATTTCCC. Todas las gotas presentaron separacion de fases a concentraciones de
precipitante en el pozo por encima de 30%, pero no evolucionaron favorablemente (Figura
6.17).
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Figura 6.17. Ejemplo de separacion de fases — Gota FN23

Gota FN25 - FN26

El volumen de las gotas de esta serie es de 3 pl. Las concentraciones de precipitante en el

pozo se llevaron por encima de 40% pero las gotas no evolucionaron favorablemente.

La gota FN25, con una relacion molar proteina-oligonucleétido de 3:1 presentd una minima
cantidad de precipitado cristalino; mientras que la gota FN26 con una relacion molar de 6:1

se mantuvo clara.
Gota FN27 — FN28

El volumen de las gotas de esta serie es de 3 ul y se realizé usando el oligonucledtido
ATTAATTAAT. Al igual que la serie anterior, la concentracion de precipitante en los pozos

se llevo por encima de 40% pero las gotas no evolucionaron favorablemente.

La gota FN27, con una relacion molar proteina-oligonucleétido de 3:1 se mantuvo clara;
mientras que la gota FN28 con una relacién molar de 6:1 presenté una minima cantidad de

precipitado cristalino.

Consideraciones finales sobre los ensayos con la proteina NHP6A

- Se obtuvo cristales s6lo en los ensayos con el oligonucle6tido AATTTAAATT a una
relacion molar de proteina-oligonucleétido de 2:1.

- Soluciones de cristalizacion con mejores resultados: T6 (10 mM MgCl,, pH 7,5), T9
(22,5 mM MgCl,, pH 7,5), C9 (12,5 mM MgCl,, pH 6) y Natrix n° 15 (40 mM MgCl,,
pH 6). No se observo diferencia en los resultados para concentraciones de MgCl, de
10y 12,5 mM en gota.

- Porcentaje de precipitante en el pozo al que aparecieron los cristales: 42% a 59%.
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6.5.5. Farmaco CRMV50

Se han realizado 58 gotas con el farmaco CRMV50, probando seis oligonucledtidos
diferentes, el AATTTAAATT, ATAATATTAT, ATTAATTAAT, ATTTATAAAT, AATAATTATT y
el GGGAAATTTCCC. La Tabla 6.12 muestra un resumen de las condiciones utilizadas.

Tabla 6.12. Condiciones de las gotas de farmaco CRMV50

Relacién molar Solucién de
Oligonucledtido Gotas (oligonucledtido s Precip
. cristalizacion*
-proteina)
AATTTAAATT F1-F6 151 D1 (8 MM MnCl,, pH6) | MPD
Fr-Fl12 2:1 D2 (10 mM MgAC, pH 6)
F13-F18 1.1 D3 (8 mM MgCl,,pH 6)
ATTTATAMAT . "Fl9 - F24 21 D4 (10 MM NH,AC, pH 6)
AATAATTATT E25 - F30 1:1 D2.2 (8 mM MgAC, pH 6)
F31-F36 51 D4.2 (8 mM NH,AC, pH 6)
ATTAATTAAT | o7 -F40 211 D1 (8 mM MnCl,, pH 6)
FAl - F44 4:1 D2 (10 mM MgAC, pH 6) | MPD
F45 - F48 2:1 D3 (8 mM MgCl,,pH 6)
ATAATATTIAT 29 FBo 21 D4 (10 mM NH,AC, pH 6)
F53 - F55 a1 D2.2 (8 mM MgAC, pH 6)
GGGAAATTTCCC D4.2 (8 mM NH,AC, pH 6)
F56 - F58 6:1 Natrix 15 (40 mM MgCl,,
pH 6)

* Ver Anexo B, seccion B.1y B.2 para més detalles de la composicion de las soluciones de cristalizacion.

Todas las series de gotas tuvieron como volumen final 4 pl. Las soluciones de cristalizacion
empleadas son soluciones adaptadas (Anexo B.2), y en el caso del oligonucleétido
GGGAAATTTCCC, también se us6 una solucién de cristalizacion comercial Natrix n°® 15
(Anexo B.1). Los resultados obtenidos con cada serie de gotas realizada se presentan a

continuacion:
Gotas F1 -F6

Las gotas F1 y F3 mostraron precipitado cristalino a una concentracion de precipitante en el
pozo alrededor del 30%. En la gota F1, el precipitado se unié formando un disco; mientras

gue en la gota F3, apareci6é una separacion de fases.

En las gotas F2 y F4 aparecieron cristales no homogéneos, de tamafio pequefio y mediano,
pero se fundieron rapidamente al aumentar la concentracion de precipitante en el pozo, con

la intencion de hacerlos mas uniformes. Las soluciones de cristalizacion usadas contienen
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acetato de magnesio y acetato de amonio, respectivamente.

En la gota F5, se dieron humerosos microscristales y aparecio cristal liquido. A pesar de
aumentar gradualmente la concentracion de precipitante en el pozo hasta 40%, no se logré

favorecer el crecimiento de los cristales pequefios ni la mejora del cristal liquido.
Gotas F7 —F12

En la gota F7 se formaron numerosas agujas que no evolucionaron a pesar de numerosas

variaciones en la concentraciéon de precipitante en el pozo.

Las gotas F8, F9 y F11 presentaron agujas muy delgadas en toda la superficie de la gota ()
a partir de una concentracién de precipitante en el pozo de 25%. En las gotas F8 y F11
también aparecieron cristales rectangulares pequefios y delgados, pero se fundieron

rapidamente al variar la concentracién de MPD.

B
KE .

Figura 6.1:I;J?émploAd.<; agujas (Gota F11)

En las gotas F10 y F12 se capturé un cristal y dos cristales, respectivamente. Las soluciones
de cristalizacion de estas gotas contienen la sal acetato de amonio, a una concentracion de
10 mM en gota para la F10 y de 8 mM para la F12. En la gota F10 se formaron cristales
grandes y no homogéneos que se unieron y se fundieron. Al aumentar la concentracion de
precipitante en el pozo, aparecieron dos cristales delgados de bordes definidos (Figura 6.19)
y uno de ellos fue capturado. En la gota F12 aparecieron cristales grandes y no
homogéneos que fueron mejorando a medida que aumentaba la concentracion del pozo. Se
les agreg6 un 5% de isopropanol para mejorar su brillo y dos de ellos fueron capturados
(Figura 6.19).
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F10 F12

Figura 6.19. Gotas con cristales capturados — Gota F10 y Gota F12

Todos los cristales pescados fueron mantenidos en nitrégeno liquido hasta su difraccion.
Gotas F13 - F18

Esta serie de gotas imita las condiciones de la serie F1 - F6 con el oligonucleétido
ATTTATAAAT. En las gotas F13 y F14 se formé precipitado cristalino que no evolucion6
favorablemente. En las F15 y F16 se formaron cristales pequefios que se fundieron a pesar

de aumentar la concentracién de precipitante en el pozo.

La gota F17 presentd precipitado cristalino a una concentracion del 25%. Al aumentar la
concentracion del pozo hasta 36%, se formé cristal liquido (Figura 6.20) y a una

concentracion de 44% aparecieron numerosos microcristales.

En la gota F18 aparecieron varios cristales rectangulares, pequefios y delgados que no
evolucionaron al modificar la concentracion de precipitante en el pozo. Debido a que esta
serie tiene una relacibn molar de farmaco-oligonucleétido 1:1, se prob6é agregar
directamente en la gota suficiente farmaco para alcanzar una relaciéon 2:1. Sin embargo,

esto no tuvo resultados positivos.

Figura 6.20. Ejemplo de cristal liquido — Gota F17

Gotas F19-F24

Esta serie de gotas tiene una relaciéon molar de farmaco-oligonucledtido 2:1. Pese a tener
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una concentracién mayor de farmaco, no se obtuvieron resultados favorables.

En particular la gota F21 mostrd cristal liquido que no evoluciond; y la gota F23, a una
concentracion de precipitante en el pozo de 45% formo6 microcristales en la parte superior de
la gota.

Gotas F25-F30

Esta serie de gotas imita las condiciones de la serie F1 - F6 con el oligonucleétido
AATAATTATT. Las gotas F25 y F27 formaron precipitado amorfo; mientras que en las gotas
F26 y F28 se formaron cristales pequefios que se fundieron rapidamente al aumentar la

concentracion de precipitante en el pozo.

En el caso de la gota F29, apareci6é una gran cantidad de cristal liquido a una concentracion
de 30% de precipitante en el pozo, seguido de muchos microcristales en el borde de la gota
(Figura 6.21).

Figura 6.21. Ejemplo de microcristales — Gota F29

Gotas F31-F36

Los resultados de estas gotas son muy similares a la serie anterior. La gota F31 formé
precipitado amorfo, las gotas F32 - F34 presentaron cristales pequefios que se fundieron
rapidamente al aumentar la concentracion de precipitante en el pozo y la gota F35 formé

precipitado cristalino.

Especificamente, la gota F36 formd precipitado cristalino a una concentracion de
precipitante en el pozo de 35%. Sin embargo, al aumentar dicha concentracion, se formaron
muchas agujas delgadas en toda la superficie de la gota, que no evolucionaron

positivamente.
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Gotas F37 - F40

Esta serie de gotas se realizé con una relacion molar de 2:1 de farmaco-oligonucleétido, con
el ATTAATTAAT. Se obtuvo separacion de fases en todas las gotas. En la gota F38 también
aparecio precipitado amorfo; mientras que en las gotas F39 y F40 aparecié precipitado

cristalino que no avanzo6 favorablemente.
Gotas F41 - F44

En las gotas F41 - F44 se probd una relacion molar més alta (4:1) que en la serie F38 - F41,
para estudiar si con este aumento se facilitaba la cristalizacion. Se logré obtener
microcristales en las gotas F42 y F43, pero en las gotas F41 y F44 no se obtuvieron

resultados positivos.
Gotas F45 - F48

Esta serie de gotas se realizd con una relacion molar de 2:1 de farmaco-oligonucleétido, con
el ATAATATTAT. Se obtuvo separacion de fases en la las gotas F45, F46 y F48,
acompafiado de precipitado cristalino y microcristales respectivamente, para las gotas F45 y
F46.

En la gota F47 se formd una gran cantidad de precipitado amorfo (Figura 6.22) que no

evoluciond, a pesar de numerosos cambios en la concentracion del pozo.

a

.

d

Figura 6.22. Ejemplo de precipitado amorfo — Gota F47

Gotas F49 - F52

En las gotas F49 - F52 se probd una relacion molar més alta (4:1) que en la serie F45 - F48,
para estudiar si con este aumento se facilitaba la cristalizacion. Se logr6 obtener cristales
muy pequefios en la gota F50 pero en el resto de las gotas se obtuvo precipitado amorfo y

separacion de fases que no evoluciond.
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Gotas F53 - F55y F56 — F58

En esta serie de gotas se intentd repetir las condiciones exitosas de cristalizacion
encontradas anteriormente (soluciones de cristalizacién con la sal acetato de amonio y la
solucion Natrix n° 15). Se uso el oligonucle6tido GGGAAATTTCCC, a una relacion molar de
4:1 (Gotas F53 - F55) y de 6:1 (Gotas F56 - F58). Se utiliz6 una concentracion mayor de

farmaco para intentar facilitar la formacion del complejo.

Sin embargo, en ambos grupos de gotas se obtuvo abundante precipitado amorfo, a pesar

de variar la concentracion de precipitante en el pozo en numerosas ocasiones.

Consideraciones finales sobre los ensayos con el farmaco CRMV50

- Se obtuvo cristales en los ensayos con los oligonucledtidos AATTTAAATT,
ATTAATTAAT, ATTTATAAAT y AATAATTATT a relaciones molares de 1:1, 2.1y
4:1 (este ultimo sélo en el caso del ATTAATTAAT). Sin embargo, los Unicos cristales
que crecieron hasta un tamafo adecuado y tuvieron una superficie homogénea, se
dieron con el AATTTAAATT a una relacién molar farmaco-oligonucleétido de 2:1.

- Soluciones de cristalizacion con mejores resultados: D2 (10 mM MgAC, pH 6), D2.2
(8 mM MgAC, pH 6), D4 (10 mM NH,AC, pH 6) y D4.2 (8 mM NH,AC, pH 6). Estas
soluciones tienen en comun la presencia del i6n acetato, teniendo la serie D2
acetato de magnesio y la D4, acetato de amonio. Se observd que los cristales de
mayor tamafio se dieron con la solucién D4.2, con una concentracion de sal en la
gota de 8 mM.

- Porcentaje de precipitante en el pozo al que aparecieron los cristales: 23% a 39%.

Se han podido pescar tres cristales del complejo farmaco-ADN (CRMV50-AATTTAAATT),
12 cristales del complejo HMGB1 box B-AATTTAAATT y 9 cristales del complejo NHP6A-
AATTTAAATT.

Las condiciones en las que se formaron los cristales mencionados se presentan a

continuacion (Tabla 6.13).
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Tabla 6.13. Condiciones de cristalizacion que produjeron cristales grandes, bien facetados y
birrefringentes

N° Cristal | Gota Protemal Oligonucledtido REFEIE Solucién de cristalizacion
farmaco molar
F10-1 | F10 D4 [25 mM NaCac, 10 mM NH,AC, pH 6
F12-1 CRMV50| AATTTAAATT | 21
F12 D4.2 {25 mM NaCac, 8 mM NH4AC, pH 6
F12-2
FH1-1 | FH1 T6 [25 mM Tris, 10 mM MgCl,, pH 7,5
FH2-1 .
FH2 T9 25 mM Tris, 12,5 mM MgCl,, pH 7,5
FH2-2 HMGB1
AATTTAAATT | 11
FH4-1 | FH4 | boxB C9 [25 mM NaCac, 12,5 mM MgCl,, pH 6
FH5-1 Natri
FH5 alX o5 mM NaCac, 20 mM MgCl,, pH 6
FH5-2 15
FH6-1 | FH6 T6 [25 mM Tris, 10 mM MgCl,, pH 7,5
FH7-1
FH7-2 | FH7 T9 [25mM Tris, 12,5 mM MgCl,, pH 7,5
HMGBL | s ATTTAAATT | 21 o~ P
FH7-3 box B
FH10-1 -
FH10 Nalfix b5 mm NaCac, 20 mM MgCl,, pH 6
FH10-2 15
FN1-1 _
FN1 T6 25 mM Tris, 10 mM MgCl,, pH 7,5
FN1-2
FN2-1 _
ey FN2 T9 |25 mM Tris, 12,5 mM MgCl,, pH 7,5
. NHP6A | AATTTAAATT | 21
FN4-1
FN4 C9 [25 mM NaCac, 12,5 mM MgCl,, pH 6
FN4-2
FN5-1 | FN5 Ni‘tsr'x 25 mM NaCac, 20 mM MgCl,, pH 6
FN7-1 | FN7 T9 [25 mM Tris, 12,5 mM MgCl,, pH 7,5
NHP6A | AATTTAAATT | 31  [Natrix
FN10-1 |FN10 15 [25mM NaCac, 20 mM MgCl,, pH 6

6.6. Analisis de los resultados de difraccion

Después de realizar los ensayos de cristalizacion, se congelaron y difractaron 24 cristales:
12 cristales del complejo HMGB1 box B - ADN, 9 cristales del complejo NHP6A - ADN y 3
cristales del complejo CRMV50 - ADN en la linea de macromoléculas (XALOC), del

sincrotréon ALBA de Barcelona.

Los parametros de difraccion utilizados durante la recogida de los datos se presentan en la
Tabla 6.14.
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Tabla 6.14. Parametros de cristalizacién

Parametro Valor
Angulo de oscilacién 2-3°
Distancia entre el cristal y el detector | 410-450 mm
Angulo total girado por el goniometro 180°
Numero de diagramas de difraccion 60-90
Longitud de onda del rayo X 0,97947 A
Tiempo de exposicion por imagen 0,15-0,55 s

Cada cristal se colocé de modo que el punto de incidencia de la radiacion fuese en una zona
representativa y sin imperfecciones. Una vez hecho esto, se generaron los diagramas de

difraccion.

El grado de orden de los cristales se corresponde con la cantidad de reflexiones que
aparecen en el diagrama de difraccion. A medida que se tenga un mayor numero de
reflexiones, se dispondra de mas informacién acerca de la estructura de la molécula. Las
reflexiones méas proximas al centro representan las distancias mas grandes dentro del
cristal, mientras que las que se encuentran en la periferia indican las distancias més cortas.
La reflexion mas alejada que puede detectarse se define como resolucion. Asi, cuanto mas
lejos lleguen las reflexiones, mas resolucion tendra un cristal y, por tanto, mas informacion

se obtendra acerca de la estructura.

Los diagramas de difraccién con calidad suficiente para ser procesados permitieron predecir
las caracteristicas basicas mas probables de la estructura de los complejos (celdilla unitaria
y grupo espacial). El tratamiento de los datos obtenidos en los diagramas de difraccion se
inicié utilizando el programa iMosflm. Este programa realiz6 el indexado de las reflexiones y
propuso una celdilla unitaria que cumple con el patrén de difraccion. Usando el programa
Pointless, se procesaron los datos obtenidos del primer indexado y se predijo el grupo

espacial mas probable.

6.6.1. Proteina HMGB1 box B

En la Tabla 6.15 se observan ejemplos de los cristales obtenidos a partir de los ensayos
cristalogréficos de la proteina HMGB1 box B y el oligonucleétido AATTTAAATT y sus

correspondientes diagramas de difraccion.
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Tabla 6.15. Difraccion de cristales de proteina HMGB1 box B-ADN

FH7-2

FH10-1

Los parametros de la celdilla unitaria y el grupo espacial asignado a cada uno de los
cristales con diagramas de difraccion con calidad suficiente para ser procesados, se
presentan a continuacion (Tabla 6.16).

Tabla 6.16. Celdilla unitariay grupo espacial

FH2-1 | 43,382 | 43,382 194,937 90 90 120 R3,
FH2-2 | 75,112 | 43,244 69,586 90 111 90 C2
FH5-1 | 76,926 | 44,105 69,687 90 112 90 C2
FH5-2 | 44,050 | 44,050 194,357 90 90 120 R3,
FH6-1 | 44,034 | 44,034 195,497 90 90 120 R3;
FH7-2 | 43,639 | 43,639 194,508 90 90 120 R3;
FH10-1 | 43,639 | 43,639 194,359 90 90 120 R3,

En el caso del cristal FH7-2, se utilizo el programa XDS para obtener un primer modelo de la
organizacion de las moléculas en el grupo espacial R3, (Tabla 6.16). Para esto se realizé un
primer indexado, integrado, procesado y escalado de los datos de difraccion obtenidos para
este cristal.

|# ==\
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Se realizé el remplazo molecular de un duplex en forma B (10 pares de bases y secuencia
AATTTAAATT) con el paquete de programas CCP4, especificamente con el programa
molrep. Se encontrd que la unidad asimétrica corresponde a un oligonucle6tido (10 pares de
bases) y que las cadenas se encuentran empaquetadas en columnas paralelas

hexagonalmente (Figura 6.23).

Figura 6.23. Modelo del oligonucledtido AATTTAAATT y empaquetamiento para el grupo
espacial R3,
Izquierda: Tres oligonucledtidos AATTTAAATT apilados en la celdilla unitaria del grupo espacial R3,
(2a=43,639, b=43,639, c = 194,508, a =90, B =90, y = 120)
Derecha: Organizacién de columnas paralelas empaquetadas hexagonalmente.

Una vez culminado el remplazo, se procedié a una etapa de refinado en la que se
obtuvieron los mapas de densidad electronica y se corrobord que las cadenas se ajustan al

modelo remplazado (Figura 6.24). Esto se realiz6 en el programa de ordenador Coot.

Este modelo representa un primer acercamiento a la organizacion del oligonucle6tido
AATTTAAATT. Como no se observan zonas con gran volumen de densidad electr6nica en

el mapa, no se pudo identificar a la proteina HMGB1 box B.
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Figura 6.24. Mapa de densidad electronica del modelo con la celdilla unitaria
Arriba: Vista superior del modelo con su mapa de densidad electronica.
Abajo: Vista lateral del modelo con su mapa de densidad electronica.
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6.6.2. Proteina NHPG6A

En la Tabla 6.17 se observa un ejemplo de los cristales obtenidos a partir de los ensayos
cristalogréficos de la proteina NHP6A y el oligonucleétido AATTTAAATT y su

correspondiente diagrama de difraccién.

Tabla 6.17. Difraccion de cristales de proteina NHP6A-ADN

FN2-1

Los parametros de la celdilla unitaria y el grupo espacial asignado a cada uno de los
cristales con diagramas de difraccion con calidad suficiente para ser procesados, se
presentan a continuacion (Tabla 6.18).

Tabla 6.18. Celdilla unitariay grupo espacial

FN1-1 43,1 43,1 194,1 90 90 120 R3;
FN1-2 43,8 43,8 194,5 90 90 120 R3;
FN2-1 44,4 44,4 98,7 90 90 120 P622
FN4-1 44,2 44,2 194,4 90 90 120 R3,
FN5-1 75,9 43,8 69,6 90 11,2 90 Cc2
FN7-1 43,5 43,5 194,7 90 90 120 R3;

En el caso del cristal FN2-1, para comprobar que el indexado se realizd correctamente, se
utilizé el programa phenix.data_viewer, donde se puede observar graficamente la similitud
entre las reflexiones reales y las reflexiones correspondientes al grupo espacial propuesto
(P622) (Figura 6.25).

En la Figura 6.25 se pueden observar las difracciones correspondientes al apilamiento de
las pares de bases del ADN. Se encuentran a una distancia de 3,28 A, similar a la esperada
de 3,4 A para la forma B del ADN. Ademas, puede observarse un patron hexagonal
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(previamente observado en el diagrama de difraccion de la Tabla 6.17) que sugiere que los
complejos NHP6A-AATTTAAATT presentan un empaguetamiento hexagonal. Sin embargo,
esta es una observacion preliminar que debe ser confirmada en etapas posteriores de

refinado de la estructura.

Figura 6.25. Representacion gréfica del diagrama de difraccién real y propuesto (en color azul)
Arriba: Vista superior.

Abajo: Vista lateral.



Ensayos cristalograficos de complejos de ADN con proteinas HMG-box y farmacos Pag. 112

6.6.3. Farmaco CRMV50

En la Tabla 6.19 se observa un ejemplo de los cristales obtenidos a partir de los ensayos
cristalogréficos del farmaco CRMV50 y el oligonucleétido AATTTAAATT y su

correspondiente diagrama de difraccién.

Tabla 6.19. Difraccidn de cristales de farmaco CRMV50-ADN

F12-1

Los parametros de la celdilla unitaria y el grupo espacial asignado a cada uno de los
cristales con diagramas de difraccién con calidad suficiente para ser procesados, se

presenta a continuacion (Tabla 6.20).

Tabla 6.20. Celdilla unitariay grupo espacial

F10-1 322,8 26,3 91,4 90 98 90 Cc2
F12-1 54,87 95,03 206,4 90 90 90 C22,

Consideraciones finales sobre el andlisis de los datos de difraccion

En todos los diagramas de difraccion analizados, se presentdé como parametros de la celdilla
unitaria y grupo espacial la opcion mas probable indicada por el programa de indexado.
Debido a que los diagramas de difraccion tuvieron baja resolucion, el programa de indexado
sugiri6 varias opciones de grupo espacial que cumplian con el patron de difraccion,
correspondiendo en todos los casos a los grupos C2, R3, y P622. A pesar de ser diferentes,
dichos grupos espaciales eran equivalentes a baja resolucion, por lo que se puede decir que
representaban una organizacion similar de las cadenas en la celdilla unitaria.
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Por tanto, se encontré que independientemente del ligando probado (proteina o farmaco), el
oligonucledtido AATTTAAATT se organizd en columnas paralelas empaquetadas a mayor o
menor distancia. El acercamiento entre estas cadenas puede depender de la hidratacion

provista por las condiciones de cristalizacion utilizadas.

En futuros ensayos, se recomienda trabajar con relaciones molares mayores de proteina o
farmaco para facilitar la formacion del complejo con el ADN. Si una mayor cantidad de
proteina o farmaco logra formar el complejo y ordenarse en el cristal, mejoraria la resolucion

de los diagramas de difraccion.
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Conclusiones

La proteina NHP6A se obtuvo de un cultivo de Escherichia coli mediante la técnica del ADN
recombinante. El plasmido pRJ1228 fue utilizado para transformar a la célula anfitriona de la
cepa BL21(DE3)pLysS. Esta cepa fue escogida, tras ensayos con tres cepas diferentes, por
presentar un buen nivel de expresién y porque la produccion de la proteina puede inducirse
de forma controlada mediante IPTG.

Se llevé a cabo un fraccionamiento inicial de las proteinas presentes para obtener el
extracto inicial enriquecido en NHP6A. Para ello, se realiz6 previamente una prueba a
pequefia escala fraccionando mediante la adicion de sulfato amédnico y/o TCA. Se encontrd
que la adicion de TCA hasta una concentraciéon del 2% producia una fraccion de mayor
pureza que la adicién de sulfato amonico. Asi, se escogio6 trabajar agregando TCA 2% para
retirar proteinas contaminantes en el precipitado y recuperar la proteina NHP6A en el
sobrenadante. Sin embargo, la prueba a gran escala presenté un comportamiento diferente.
Parte de la proteina precipité y la otra parte se mantuvo en el sobrenadante. A partir de esto,

se decidié purificar ambas fracciones, mediante una secuencia de cromatografias.

Se recomienda empezar por una cromatografia de intercambio catiénico, que permite
eliminar la mayoria de proteinas contaminantes de origen bacteriano, y terminar con una de
exclusion molecular como afinamiento. En la cromatografia de intercambio cationico, la

proteina NHP6A eluyd a una concentracion entre 500-650 mM de NaCl.

Mediante los procesos de purificacién y concentracion de proteina NHP6A se obtuvo una
muestra concentrada y con alto grado de pureza, adecuada para realizar ensayos

cristalograficos.

En la etapa de concentracion, parte de la proteina NHP6A logr6 atravesar la membrana de
todos los concentradores utilizados, perdiéndose parte hacia el filtrado. Esto ocurrié a pesar
de usar un MWCO conservador de 3000 para una proteina de masa molecular 10802,3 Da.
De entre los diferentes modelos y tamafios de concentradores probados se vio que el
concentrador Amicon Ultra - 0.5 ml MWCO 3000 es el que menor proporcion de proteina

perdio.

Por otro lado, se realizaron un total de 106 ensayos cristalogréficos empleando la técnica de

difusion de vapor en gota colgante. Entre éstos, se llevaron a cabo 28 ensayos con
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complejos entre la proteina NHP6A y tres oligonucledtidos; 20 ensayos con complejos entre
la proteina HMGB1 box B y dos oligonucleétidos; y 58 ensayos usando el compuesto del
tipo difenilo bisimidazolinio, de union al surco estrecho del ADN, CRMV50 y seis
oligonucledtidos. Todos los oligonuclettidos empleados tienen secuencias ricas en AT.

Los ensayos cristalogréficos con proteinas mostraron que las soluciones de cristalizacion
gue dieron mejores resultados son: T6 (10 mM cloruro de magnesio; 25 mM Tris; pH 7,5 en
gota), T9 (12,5 mM cloruro de magnesio; 25 mM Tris; pH 7,5 en gota), C9 (12,5 mM cloruro
de magnesio; 50 mM NaCac; pH 6) y Natrix HR2-116 n° 15 (20 mM cloruro de magnesio; 25
mM NaCac; pH 6 en gota). Por otra parte, el rango de concentracion de precipitante en el

pozo en el que aparecieron los cristales es de 42% a 52%.

En cuanto a los ensayos de la proteina HMGB1 box B, se obtuvo cristales s6lo en las
gotas con el oligonucleétido AATTTAAATT, a relaciones molares proteina-oligonucleétido de
1:1 y 2:1. Entre ellos, se formaron 12 cristales bien facetados y birrefringentes que se

capturaron, congelaron y difractaron.

En los ensayos de la proteina NHP6A, también se obtuvieron cristales anicamente con el
oligonucledtido AATTTAAATT a una relacion molar de proteina-oligonucleétido de 2:1. En
estos ensayos, las condiciones probadas con el precipitante MPD dieron resultados
positivos, mientras que en las probadas con el precipitante PEG 8000 sélo se obtuvo
precipitado cristalino o separacion de fases. Entre los cristales mencionados, se han
presentado 9 cristales bien facetados y birrefringentes que se capturaron, congelaron y

difractaron.

En los ensayos con el farmaco CRMV50, las soluciones de cristalizacion que arrojaron
mejores resultados son las soluciones adaptadas: D2 (10 mM Acetato de magnesio; 25
mM NaCac; pH 6 en gota), D2.2 (8 mM Acetato de magnesio; 25 mM NaCac; pH 6 en gota),
D4 (10 mM Acetato de amonio; 25 mM NaCac; pH 6 en gota) y D4.2 (8 mM Acetato de
amonio; 25 mM NaCac; pH 6 en gota). Estas soluciones tienen en comudn la presencia del
ion acetato, teniendo la serie D2 acetato de magnesio y la D4, acetato de amonio. Los
cristales de mayor tamafio se dieron con la solucion D4.2, con una concentracion de acetato
de amonio en la gota de 8 mM. Por otro lado, el rango de concentracion de precipitante en el

pozo en el que aparecieron los cristales es de 23% a 39%.

En general, los ensayos con el farmaco CRMV50 produjeron muchos cristales de
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pequefio tamafio con los oligonucledtidos AATTTAAATT, ATTAATTAAT, ATTTATAAAT y
AATAATTATT a relaciones molares de 1:1, 2:1 y 4:1 (este ultimo sélo en el caso del
ATTAATTAAT). Sin embargo, los Unicos cristales que crecieron hasta un tamafio
adecuado y tuvieron una superficie homogénea, se dieron con el oligonucle6tido
AATTTAAATT a una relacion molar farmaco-oligonucleétido de 2:1. Tres de estos
cristales se capturaron, uno con la solucion de cristalizacion D.4 (10 mM Acetato de
amonio; 25 mM NaCac; pH 6 en gota) y dos con la solucién de cristalizacion D4.2 (8 mM

Acetato de amonio; 25 mM NaCac; pH 6 en gota).

Los cristales capturados se difractaron en la linea de cristalografia de macromoléculas del
sincrotron ALBA de Cerdanyola del Vallés (Barcelona). Con la informacién de aquellos
diagramas de difraccion con calidad suficiente para ser procesados, fue posible predecir los
parametros de celdilla y el grupo espacial mas probable. Se encontr6 que los cristales
presentaron los grupos espaciales C2, R3, o P622, principalmente por la preferencia del

oligonucleétido AATTTAAATT por organizarse en columnas paralelas.

Especificamente, se logré obtener un primer modelo de la organizacion de las moléculas de
oligonucleétido AATTTAAATT (FH7-2) en el grupo espacial R3, (a = 43,639, b = 43,639 y
€ =194,508; a =90, B =90, y = 120). La unidad asimétrica corresponde a un oligonucleétido
(10 pares de bases) y se encontr6 que las cadenas estaban organizadas en columnas

paralelas y empaquetadas hexagonalmente.
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Anexo A: Obtencion de ADN plasmidico (miniprep)

La produccion del ADN plasmidico se realiz6 a partir de un cultivo de células competentes
de la cepa XL1-Blue de Escherichia coli a las que se le introdujo el pladsmido pRJ1228
(siguiendo los mismos pasos indicados en 5.1.3.1 para la transformacion).

El paso a medio liquido se realizd picando 1 colonia transformada y paséndola a un tubo
con 1 ml de medio LB. Una vez turbio, se inocul6 sobre 15 ml de medio LB y se incubé o/n

en agitacion (250 rpm y 37 °C).

A partir de 4 ml de dicho cultivo (que presentaba una DOgy, de 1,892) se sigui6 el protocolo
indicado en el lllustra™ plasmidPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare) para la rapida extraccion
y purificacion de ADN plasmidico a partir de cultivos de E. coli a pequefia escala (Figura A.1)
[31]. El protocolo se realizdé por duplicado para obtener un volumen mayor de stock de

plasmido.

La recuperacion de las bacterias del cultivo se realiz6é centrifugando por pasos. Primero, se
agregé 1 ml de cultivo a dos tubos eppendorf de 2 ml y se centrifugd, retirando el
sobrenadante. Luego, se repitid el proceso dos veces mas agregando 1,5 ml de cultivo cada

vez. De esta forma, se obtiene el sedimento de 4 ml de cultivo en cada tubo eppendorf.

Luego, se siguieron las instrucciones para los pasos de lisis, union del plasmido, lavado y
secado, Yy elucion. El paso 4 de lavado no se realizé porque es especifico para purificaciones
con el gen wild type EndA". El paso 6 de elucidn, se realiz6 con un menor volumen de buffer

de elucién (50 ul) para obtener una concentracion mayor.

Al final de ejecutar el protocolo, se juntaron ambas alicuotas de 50 ul de plasmido y se
determiné su concentracion. Esto se hizo a partir de una lectura de absorbancia a 260 nm.

Se obtuvo un stock final de 0,1284 ug/ul (128,4 ng/ul) que se almacené a -20 °C.



Ensayos cristalograficos de complejos de ADN con proteinas HMG-box y farmacos Pag. 123

Protocol for 1.5 & 3 ml culture volumes

« Check appropriate volume of ethanol added to Wash buffer type 1
g8 Add @3 :Spin )Y Uncubate

= 1.5ml buctefial culture

€3 30 seconds 16 000 x g ™
* Pour off and discard supernatant [
* Repeat for 3 ml culture volume )

@ 30 seconds 16 000 x g (for all culture volumes)
* Remove residual supernatant

& @ 175 pl Lysis buffer type 7; re-suspend pellet b g
o &2 175 pl Lysis buffer type 8; gently invert |
# @ 350 pl Lysis buffer type 9; gently inwvert
¥ 4 minutes 16 000 x g

« Transfer supernatant to plasmid mini column -l

inside Collection tube =
Z3 30 seconds 16 000 ~ g
» Discard flowthrough
= @ 400 yl Lysis buffer type 9 V]

© 30 seconds 16 000 x g =
* Discard flowthrough -

% £ 400 pl Wash buffer type 1
0 1 minute 16 000 x g =
+ Discard flow-through and Collection tube

» Transfer plasmid mini column to a new DNase-free
microcentrifuge tube .

# & 100 pl Elution buffer type 4

Y 30 seconds at room temperature

L 30 seconds 16 000x g

* Retain eluant

+ Store purified plasmid DNA at -20°C

Figura A.1. Guia rapida para el protocolo lustra™ plasmidPrep Mini Spin Kit [31]

Verificacion de la miniprep

Para verificar que el plasmido purificado incorporé el gen que codifica la proteina de interés,
en nuestro caso la NHP6A, se realiz6 una verificacion utilizando enzimas de restriccion y un

gel de agarosa. Para ello, se sigui6 el siguiente procedimiento:

Digestion _enzimatica _del plasmido: conociendo el mapa de restriccion del plasmido, se

escogieron las enzimas Ndel y BamHI para cortar el gen de la proteina NHP6A. Se agrego:
- 5 pl del plasmido purificado mediante el protocolo descrito anteriormente.
- 3 ylde agua mQ.
- 1 pl de buffer 3.1 (10x).
- 0,5yl de Ndel y 0,5 pl de BamHlI.

ETSEIB
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- Se incubd durante 1 hora en un bafio térmico a 37 °C.

- Al final de la digestion se afiadio 2 yl de tampdn de muestras de electroforesis (TME 6x)

(Tabla A.1) y se analiz6 en un gel de agarosa al 1% (Tabla A.1).

Tabla A.1 Composicion de los tampones de electroforesis y gel de agarosa

TME 6x

TAE (Tris-acético-EDTA)

Gel de agarosa al 1%

- 5 ml de glicerol

- 100 ml de EDTAO0,5M

50x
Para 10 ml: Para 1 litro: Para 30 ml:
- 0,25% (w/v) de naranja G | - 242 g de Tris - 0,3 g de agarosa
- 5mlde TAE 1x - 57,1 ml de &cido acético | - 30 ml de TAE 1x

- 1,5 pl de bromuro de etidio

pH 8

10 mg/mli

Una vez digerido el plasmido, se debe obtener un fragmento corto (309 pb) correspondiente
a la proteina NHP6A y un fragmento largo (aproximadamente 5700 pb) correspondiente al

resto del plasmido.

Gel de Agarosa al 1%: para detectar la presencia de los fragmentos digeridos se realiza un

gel de agarosa, en el cual se separan los fragmentos de ADN de acuerdo a su longitud en
pb. El colorante usado para observar el avance de la migracion es el naranja G. Se siguio el
siguiente procedimiento para la preparacion del tampon de cubeta y el gel de agarosa:

- Se prepard TAE 50x (Tabla A.1). Por dilucién, se prepard 500 ml de TAE 1x (tampdn
de cubeta) (10 ml de tamp6n 50x + 490 ml de agua mQ).

- En un matraz, se agreg6 0,3 g de agarosa a 30 ml del tampdn de cubeta 1x. Se
disolvié calentando en el microondas por 1 minuto. Cuando la temperatura bajé lo
suficiente como para poder sostener el matraz, se agregé 1,5 ul de bromuro de etidio
10 mg/ml para una concentracion final de 0,5 ug/ml.

- Se prepar6 el molde para el gel de agarosa usando un peine pequefio y se vertio la
solucién anterior. Se esper6 a que polimerizara.

- Se cubrio el gel agregando alrededor de 300 ml de tamp6n de cubeta 1x.

- Se cargd 5,5 ul de marcador de ADN (Kilobase DNA marker de GE Healthcare) y los
12 pl de plasmido digerido.

- Conectar los electrodos y aplicar un voltaje de 80 V.

Al terminar la electroforesis, se fotografié el gel de agarosa usando el equipo Gel-Doc XR y

un transiluminador UV (Figura A.2).
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Plasmido  Marcador
pRJ1228 de ADN

Fragmento largo —— <— 10000 pb
< 1000pb
<— 500pb

Fragmento corto S

Gen NHP6A

Figura A.2. Gel de agarosa para la verificacion del plasmido pRJ1228.

En el gel puede verse la banda correspondiente al fragmento corto (gen NHP6A), por debajo
de la banda de 500 pb, y al fragmento largo por debajo de la banda de 10000 pb. Debajo de
la banda del fragmento larga se ve otra banda mas tenue que puede corresponder a

plasmido sin digerir, que migraria mas rapido que el digerido.

)
~), &‘x‘b"’
ETSEIB
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Anexo B: Ensayos cristalograficos

A lo largo de este proyecto se han llevado a cabo 106 ensayos de cristalizacion empleando
la técnica de difusion de vapor en gota colgante. Estos ensayos han contemplado el uso de
diferentes proteinas (también de un farmaco) y oligonucledtidos, y se han llevado a cabo a
distintas condiciones de cristalizacion. En este apartado se detallan las soluciones de
cristalizacion empleadas, las condiciones de cristalizacion probadas en cada ensayo y sus

resultados.

Los resultados reportados corresponden al periodo de monitoreo: 17-12-2015 al 08-06-
2016. Sin embargo, es importante destacar que todas las gotas siguen siendo supervisadas

regularmente.

B.1 Soluciones de cristalizacion Natrix HR2-116

En la Tabla B.1 se presenta la composicion de las soluciones de cristalizacién Natrix HR2-
116, entre las que se encuentran las utilizadas en los ensayos cristalograficos realizados

durante este estudio.

Tabla B.1 Composicion de los tampones Natrix HR2-116 [48]

Z
)

Férmula

0,01 M Cloruro de magnesio; 0,05 M MES; pH 5,6; 1,8 M sulfato de litio

0,01 M Acetato de magnesio; 0,05 M MES; pH 5,.6; 2,5 M sulfato de amonio

0,1 M Acetato de magnesio; 0,05 M MES; pH 5,6; 20% v/v MPD

0,2 M Cloruro de potasio; 0,01 M sulfato de magnesio; 0,05 M MES; pH 5,6; 10% v/v PEG 400

0,2 M Cloruro de potasio; 0,01 M cloruro de magnesio; 0,05 M MES; pH 5,6; 5% w/v PEG 8000

0,1 M Sulfato de amonio; 0,01 M cloruro de magnesio; 0,05 M MES; pH 5,6; 20 % w/v PEG 8000

0,02 M Cloruro de magnesio; 0,05 M MES; pH 6,0; 15 % v/v 2-Propanol

0,1 M Acetato de amonio; 0,005 M sulfato de magnesio; 0,05 M MES; pH 6,0; 0,6 M cloruro de sodio

Olo|IN|O|O|A~[WIN|F

0,1 M Cloruro de potasio; 0,01 M cloruro de magnesio; 0,05 M MES; pH 6,0; 10% v/v PEG 400

=
o

0,005 M Sulfato de magnesio; 0,05 M MES; pH 6,0; 5% w/v PEG 4000

=Y
=Y

0,01 M Cloruro de magnesio; 0,05 M Cacodilato de sodio; pH 6,0; 1,0 M sulfato de litio

=
N

0,01 M Sulfato de magnesio; 0,05 M Cacodilato de sodio; pH 6,0; 1,8 M sulfato de litio

=
w

0,015 M Acetato de magnesio; 0,05 M Cacodilato de sodio; pH 6,0; 1,7 M sulfato de amonio

0,1 M Cloruro de potasio; 0,025 M cloruro de magnesio; 0,05 M Cacodilato de sodio; pH 6,0; 15% v/v

14 2-Propanol

15 | 0,04 M Cloruro de magnesio; 0,05 M Cacodilato de sodio; pH 6,0; 5 % v/iv MPD

16 | 0,04 M Acetato de magnesio; 0,05 M Cacodilato de sodio; pH 6,0; 30 % v/v MPD

0,2 M Cloruro de potasio; 0,01 M cloruro de calcio; 0,05 M Cacodilato de sodio; pH 6,0;10 % w/v PEG

17 4000
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NO

Féormula

18

0,01 M Acetato de magnesio; 0,05 M Cacodilato de sodio; pH 6,5; 1,3 M sulfato de litio

19

0,01 M Sulfato de magnesio; 0,05 M Cacodilato de sodio; pH 6,5; 2,0 M sulfato de amonio

20

0,1 M Acetato de amonio; 0,015 M Acetato de magnesio; 0,05 M Cacodilato de sodio; pH 6,5; 10%
viv 2-Propanol

21

0,2 M Cloruro de potasio; 0,005 M cloruro de magnesio; 0,05 M Cacodilato de sodio; pH 6,5; 0,9 M
1,6-Hexanodiol

22

0,08 M Acetato de magnesio; 0,05 M Cacodilato de sodio; pH 6,5; 15 % v/v PEG 400

23

0,2 M Cloruro de potasio; 0,01 M cloruro de magnesio; 0,05 M Cacodilato de sodio; pH 6,5; 10 % w/v
PEG 4000

24

0,2 M Acetato de amonio; 0,01 M cloruro de calcio; 0,05 M Cacodilato de sodio; pH 6,5; 10 % w/v
PEG 4000

25

0,08 M Acetato de magnesio; 0,05 M Cacodilato de sodio; pH 6,5; 30 % w/v PEG 4000

26

0,2 M Cloruro de potasio; 0,01 M cloruro de magnesio; 0,05 M Cacodilato de sodio; pH 6,5; 10 % w/v
PEG 8000

27

0,2 M Acetato de amonio; 0,01 M acetato de magnesio; 0,05 M Cacodilato de sodio; pH 6,5; 30 % w/v
PEG 8000

28

0,05 M Sulfato de magnesio; 0,05 M HEPES; pH 7,0; 1,6 M sulfato de litio

29

0,01 M Cloruro de magnesio; 0,05 M HEPES; pH 7,0; 4,0 M cloruro de litio

30

0,01 M Cloruro de magnesio; 0,05 M HEPES; pH 7,0;1,6 M sulfato de amonio

31

0,005 M Cloruro de magnesio; 0,05 M HEPES; pH 7,0; 25% v/v PEG monometil éter 550

32

0,2 M Cloruro de potasio; 0,01 M cloruro de magnesio; 0,05 M HEPES; pH 7,0; 1,7 M 1,6-Hexanodiol

33

0,2 M Cloruro de amonio; 0,01 M cloruro de magnesio; 0,05 M HEPES; pH 7,0; 2,5 M 1,6-Hexanodiol

34

0,1 M Cloruro de potasio; 0,005 M cloruro de magnesio; 0,05 M HEPES; pH 7,0; 15% MPD

35

0,1 M Cloruro de potasio; 0,01 M cloruro de magnesio; 0,05 M HEPES; pH 7,0; 5% v/v PEG 400

36

0,1 M Cloruro de potasio; 0,01 M cloruro de calcio; 0,05 M HEPES; pH 7,0; 10% v/v PEG 400

37

0,2 M Cloruro de potasio; 0,025 M sulfato de magnesio, 0,05 M HEPES; pH 7,0; 20% v/v PEG 200

38

0,2 M Acetato de amonio; 0,15 M acetato de magnesio; 0,05 M HEPES; pH 7,0; 5% w/v PEG 4000

39

0,1 M Acetato de amonio; 0,02 M cloruro de magnesio; 0,05 M HEPES; pH 7,0; 5% v/v PEG 8000

40

0,01 M Cloruro de magnesio; 0,05 M TRIS; pH 7,5; 1,6 M sulfato de amonio

41

0,1 M Cloruro de potasio; 0,015 M cloruro de magnesio; 0,05 M TRIS; pH 7,5; 10% viv PEG
monometil éter 550

42

0,01 M Cloruro de magnesio; 0,05 M TRIS; pH 7,5; 5% v/v 2-Propanol

43

0,05 M Acetato de amonio; 0,01 M cloruro de magnesio; 0,05 M TRIS; pH 7,5; 10% v/v MPD

44

0,2 M Cloruro de potasio; 0,005 M cloruro de magnesio; 0,05 M TRIS; pH 7,5; 10% w/v PEG 4000

45

0,025 M Sulfato de magnesio; 0,05 M TRIS; pH 8,5; 1,8 M sulfato de amonio

46

0,005 M Sulfato de magnesio; 0,05 M TRIS; pH 8,5; 2,9 M 1,6-Hexanodiol

47

0,1 M Cloruro de potasio; 0,01 M cloruro de magnesio; 0,05 M TRIS; pH 8,5; 30% v/v PEG 400

48

0,2 M Cloruro de amonio; 0,01 M cloruro de calcio; 0,05 M TRIS; pH 8,5; 30% w/v PEG 4000

B.2 Soluciones de cristalizacion adaptadas

En la Tabla B.2 se presenta la composicion de las soluciones de cristalizacion adaptadas

utilizadas en los ensayos cristalograficos realizados con farmacos y proteinas.
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Tabla B.2 Composicion de los tampones adaptados

Nombre Formula

D1 16 mM Cloruro de manganeso; 50 mM NaCac; pH 6; 10% MPD; 0,2 mM espermina
@ D2 20 mM Acetato de magnesio; 50 mM NaCac; pH 6; 10% MPD; 0,2 mM espermina
§ D3 16 mM Cloruro de magnesio; 50 mM NaCac; pH 6; 10% MPD; 0,2 mM espermina
\% D4 20 mM Acetato de amonio; 50 mM NaCac; pH 6; 10% MPD; 0,2 mM espermina
- D2.2 16 mM Acetato de magnesio; 50 mM NaCac; pH 6; 5% MPD; 0,2 mM espermina

D4.2 16 mM Acetato de amonio; 50 mM NaCac; pH 6; 5% MPD; 0,2 mM espermina

T6 20 mM Cloruro de magnesio; 50 mM Tris; pH 7,5; 10% MPD; 2 mM DTT
g T9 25 mM Cloruro de magnesio; 50 mM Tris; pH 7,5; 10% MPD; 2 mM DTT
o C2 200 mM Cloruro de magnesio; 50 mM CHES; pH 9; 13% PEG 8000
f{ C6 20 mM Cloruro de magnesio; 50 mM NaCac; pH 6; 10% MPD; 2 mM DTT

C9 25 mM Cloruro de magnesio; 50 mM NaCac; pH 6; 10% MPD; 2 mM DTT

NaCac: Cacodilato de sodio

B.3 Ensayos cristalograficos con la proteina HMGB1 Box B

En este apartado se presentan los resultados obtenidos en el monitoreo de las gotas
correspondientes a complejos de la proteina HMGB1 Box B y los oligonucleétidos
AATTTAAATT y GGGAAATTTCCC, a diferentes condiciones de cristalizacién. Se destacan
en color amarillo las gotas en las que han aparecido cristales y en color rosa las gotas con

cristales pescados.

- Oligonucle6tido AATTTAAATT:

Condiciones de partida:
- Proteina: HMGB1 Box B 4,03 mM en 50 mM NaCl pH 7,4
- Oligonucledtido: (144) AATTTAAATT 3,787 mM en 25 mM NaCac pH 6,5

Tabla B.3 Condiciones y observaciones de las gotas HMGB1 Box B — AATTTAAATT

. Concentracion . o _
Relacién Solucién de cristalizacion Precipitante
. - en gota (mM)
Cadigo |proteina- v 7 Resultados
oligo | Proteina| Oligo | Nombre [Tampon| Sal |pHPrecip| Otro . o . >
Inicial Final
Cristales
25mM (10 mM 5% | 1mM pequefios a 48%,
FH1 1:1 0,2 0,2 T6 . 7,5 30 54,8 .
Tris MgCl, MPD | DTT 1 grande y bien
facetado
Cristales
25 mM 125 5% 1mM rectangulares a
0
FH2 1:1 0,2 0,2 T9 mM |7,5 30 52,3 .
' ' Tris MPD | DTT 42%. Varios
Mgc|2 e
homogéneos.
25mM (10 mM 5% | 1mM Varios cristales
: , , 6 o
A 1 02 02 C6 NaCac | MgCl; MPD | DTT 30 58 pequefios




Ensayos cristalograficos de complejos de ADN con proteinas HMG-box y farmacos

Pag. 129

Concentracién

Relacion Solucién de cristalizacion Precipitante
. . en gota (mM)
Cddigo |proteina- 7 7 Resultados
. (1) 0
oligo | Proteina| Oligo | Nombre |Tampo6n| Sal H Preci Otro
- ' . . e Inicial | Final
125 Varios cristales
25 mM ' 5% | 1mM pequefios, uno
FH4 1:1 0,2 0,2 C9 M |6 30 50,8
’ ’ NaCac | MPD | DTT ’ grande y bien
MgCIz
facetado a 48%
. 3 cristales
FH5 | 11 | 02 | 02 | \2Wx |26mM 20mM| )2.5% 30 | 46 randes
’ ’ ’ n°15 | NaCac | MgCl, MPD 9 ) y
uniformes
25mM (10 mM 5% | 1mM Cristales a 52%.
FH 2:1 0,4 0,2 T6 7,5 30 55,8 .
g ' ' Tris | MgCl, MPD | DTT Brillan mucho
25 mM 12,5 50 1mM 8 cristales
0
. 0,
FH7 2:1 0,4 0,2 T9 Tris mM |7,5 veo | oTT 30 51,5 grgndes a 48%.
MgCl, 5 bien facetados
) 25mM (10 mM 5% | 1mM Separacion de
FH8 21 0.4 0.2 cé NaCac | MgCl, 6 MPD | DTT 30 60 fases
25 mM 125 5% | 1mM
0
: M |6 Gotacl
FH9 2:1 0,4 0,2 C9 NaCac m Meo | DTT 30 44 ota clara
MgCIz
3 cristales
Natrix | 25 mM |20 mM 2,5% rectangulares
FH10 2:1 0,4 0,2 6 30 51,5
' ' n°15 | NaCac | MgCl, MPD ' grandes. 2 bien
facetados

[ Gota con cristal capturado: bien facetado y birrefringente.

[ Gota en la que se formaron cristales.

Oligonucleétido GGGAAATTTCCC:

Condiciones de partida:
Proteina: HMGB1 Box B 4,03 mM en 50 mM NaCl pH 7,4
Oligonucleétido: (417) GGGAAATTTCCC 2,75 mM en 25 mM NaCac pH 6,5

Tabla B.3 Condiciones y observaciones de las gotas HMGB1 Box B — GGGAAATTTCCC

Concentracion

Relacién Solucién de cristalizacion Precipitante
. - en gota (mM)
Cddigo |proteina- 7 7 Resultados
. (1) ()
oligo | Proteina| Oligo | Nombre [Tampon| Sal H Preci Otro
J & s £ £ Inicial | Final
25mM (10 mM 5% | 1mM Separacion de
: 7,5
FH11 1 0.2 0.2 6 Tris MgCl, MPD | DTT 30 60 fases
25 mM 125 5% | 1mM Separacion de
0 |
: M |7,
FH12 1:1 0,2 0,2 T9 Tris m 5 veo | oTT 30 60 fases
MgCI2
25mM (10 mM 5% | 1mM Separacion de
FH1 1:1 2 2 6
3 0, 0, c6 NaCac | MgCl, MPD | DTT 30 60 fases
25 mM 125 5% | 1mM Separacion de
0
: M |6
FH14 1:1 0,2 0,2 c9 NaCac m veo | oTT 30 60 fases
MgCI2
Natrix | 25 mM |20 mM 2,5% Separacion de
FH15 1:1 0,2 0,2 6 30 60
' ! n°15 | NaCac | MgCl, MPD fases
oo
Uoet”
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_ Concentracién ., L "
Relacion Solucién de cristalizacién Precipitante
. . en gota (mM)
Cddigo |proteina- 7 7 Resultados
oligo | Proteina| Oligo | Nombre [Tampon| Sal |pHPrecip| Otro 2 2
Inicial Final
25mM (10 mM 5% | 1mM Separacion de
FH16 2:1 0,4 0,2 T6 7,5 30 60
' ' Tris | MgCl, MPD | DTT fases
25 mM 125 5% | 1mM Separacion de
0
: M |75
FH17 2:1 0,4 0,2 T9 Tris m veo | oTT 30 60 fases
MgCIz
25mM (10 mM 5% | 1mM Separacion de
: 6
FH18 21 0.4 0.2 c6 NaCac | MgCl, MPD | DTT 30 60 fases
12,5 .
25mM 5% 1mM Separacion de
FH19 2:1 0,4 0,2 (02°] mM | 6 0 30 60 P
NaCac MPD | DTT fases
MgCIz
Separacién de
Natrix | 25 mM [20 mM 2,5% fases y poco
FH20 2:1 0,4 0,2 6 30 40
' ' n° 15 | NaCac |MgCl, MPD precipitado
cristalino

B.4 Ensayos cristalogréaficos con la proteina NHP6A

En este apartado se presentan los resultados obtenidos en el monitoreo de las gotas
correspondientes a complejos de la proteina NHP6A vy los oligonucledtidos AATTTAAATT,
ATTAATTAAT y GGGAAATTTCCC, a diferentes condiciones de cristalizacién. Se destacan
en color amarillo las gotas en las que han aparecido cristales y en color rosa las gotas con

cristales pescados.

- Oligonucleétido AATTTAAATT:

Condiciones de partida:
- Proteina: NHP6A 2,67 mM en 50 mM NaCl pH 7,4
- Oligonucleétido: (144) AATTTAAATT 3,787 mM en 25 mM NaCac pH 6,5

Tabla B.4 Condiciones y observaciones de las gotas NHP6A — AATTTAAATT

Concentracion - L Precipitante en
Relacion Solucién de cristalizacion
o ) en gota (mM) pozo
Cddigo |proteina- % % Resultados
oligo | Proteina| Oligo | Nombre |Tampén| Sal |pH [Precip| Otro 2 2
Inicial Final
. 25mM [10mM | | 5% | 1mM SR .
FN1 2:1 0,4 0,2 T6 Tris MgCl, || MPD | DTT 30 54,5 me(.jlanos a 52%.
2 bien facetados
125 Varios cristales
25 mM ' 5% | 1mM de gran tamaiio
2:1 4 2 T mM |7,5 49, )
FE 0, 0, 9 Tris MPD | DTT 30 9.5 a 46%. 4 bien
MgCIz
facetados
oo
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Concentracién

Precipitante en

i6 Solucién de cristalizacion
. e en gota (mM) Het Salizact pozo
Cdadigo |proteina- % % Resultados
oligo | Protefna| Oligo |N Tampé | |pH Preci ' °
¢] roteina| Oligo | Nombre |[Tampé6n| Sal |pHPrecip| Otro Inicial Final
_ 25mM [10mM | | 5% | 1mM 5 cristales
FN3 2:1 0,4 0,2 C6 NaCac | MgCl, MPD | DTT 30 55,4 delgad?s y
pequerfios
25 mM 125 5% | 1mM ’ (;r-IStaleS
o medianos a
. M |6
FN4 2:1 0,4 0,2 c9 NaCac M";Q vPD | DTT 30 54,5 o
: homogéneos
_ Natrix | 25mM [20mM| . |25% 4 C”Sta'e_s”
FN5 2:1 0,4 0,2 015 | NaCac |MgCl, MPD 30 47,2 grandes. Brillan
poco
25mM |10 mM 75 5% 1mM
FN6 31 0,6 0,2 T6 s |MgCh, || MPD | DTT 30 60 Gota clara
25 mM 125 5% | 1mM 15 cristal
( cristales
. . mM [7,5
FN7 31 0,6 0,2 T9 Tris MPD | DTT 30 57,5 delgados a 56%
MgCIz
25mM (10 mM 5% | 1mM
: istal liaui
FN8 31 0,6 0,2 C6 NaCac | MgCl, 6 veo | oTT 30 60 Cristal liquido
25 mM 125 5% 1mM P initad
( oco precipitado
. M |6
FN9 31 0,6 0,2 C9 NaCac m MPD | DTT 30 60 cristalino
MgCIz
Natrix | 25 mM |20 mM 2,5% 2 cristales
: 6
FN10 31 0,6 0,2 no15 | NaCac |MgCl, MPD 30 59,5 -
6,5%
25mM {100 mM ' Separacion de
: 9 | PEG
FN11 31 0,6 0,2 c2 CHES | MgCl, 20 50 fases
8000
222 mM 88,9 5,8% 11 1% Precipitado
, 1% o
: M PE |
FN12 31 0,6 0,2 Cc2 CHES m 9 G TCEP 20 50 cristalino
MgCl, 8000 abundante
25 mM 125 5% p ipitad
(] t
FN25 | 31 | 06 | 02 | To9 "™ M |75 20 5o | | ocoPrecirado
Tris MPD cristalino
MgCIz
12,5
25 mM 5%
FN26 6:1 1,2 0,2 T9 . mM 7,5 20 50 Gota clara
Tris MPD
MgCI2
[ Gota con cristal capturado: bien facetado y birrefringente.
[] Gota en la que se formaron cristales.
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- Oligonucleodtido ATTAATTAAT:
Condiciones de partida:
- Proteina: NHP6A 2,67 mM en 50 mM NaCl pH 7,4
- Oligonucledtido: (156) ATTAATTAAT 2 mM en 25 mM NaCac pH 6,5
Tabla B.4 Condiciones y observaciones de las gotas NHP6A — ATTAATTAAT
.| Concentracion Solucién de cristalizacién Precipitante en
[Relacion en gota (mM) pozo
Cddigo |proteina- % % Resultados
oligo il i 0 i 2 0
19 Proteina| Oligo | Nombre |Tampé6n| Sal |pH[Precip| Otro Inicial Final
12,5
. 25 mM v sl 5%
FN27 31 0,6 0,2 T9 Tris m > MPD 20 50 Gota clara
MgCIz
25 mM 125 5% P ipitad
0
FN28 | &1 | 12 |02 | To [T | mM |75 20 5o | "ocoprecirado
ris MgCl, MPD cristalino

Oligonucleodtido GGGAAATTTCCC:

Condiciones de partida:
Proteina: NHP6A 2,67 mM en 50 mM NaCl pH 7,4
Oligonucleétido: (417) GGGAAATTTCCC 2,75 mM en 25 mM NaCac pH 6,5

Tabla B.5 Condiciones y observaciones de las gotas NHP6A — GGGAAATTTCCC

Concentracion

Precipitante en

i6 Solucién de cristalizacion
: R en gota (mM) Het fstaizact pozo
Codigo |proteina- % % Resultados
oligo | Proteina| Oligo | Nombre |Tampén| Sal |pH [Precip| Otro 2 2
Inicial Final
25mM [10 mM 5% | 1mM Separacién de
: 75
FN13 2:1 0,4 0,2 T6 Tris | MgCh MPD | DTT 30 60 fases
25 mM 125 5% | 1mM S ion d
b eparacion de
: M |7
FN14 2:1 0,4 0,2 T9 Tris m ) MPD | DTT 30 48 fases
Mgclg
25mM (10 mM 5% | 1mM Separacion de
: 6
FN15 2:1 0,4 0,2 C6 NaCac |MgCh, MPD | DTT 30 60 fases
25 mM 125 5% | 1mM S i6n d
( eparacion de
. M |6
FN16 2:1 0,4 0,2 C9 NaCac m MPD | DTT 30 60 fases
Mgc|2
Natrix | 25 mM |20 mM 2,5% Separacion de
: 6
FN17 2:1 0,4 0,2 015 | NaCac | MgCh, MPD 30 60 fases
25mM (10 mM 5% | 1mM Separacion de
: 7,5
FN18 31 0,6 0,2 T6 Tris | MgCl, MPD | DTT 30 60 fases
25 mM 125 5% | 1mM S ion d
) eparacion de
: M 17,5
FN19 31 0,6 0,2 T9 Tris m MPD | DTT 30 60 fases
MgCIz
oo
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Concentracién

Solucion de cristalizacion

Precipitante en

: e en gota (mM) pozo
Cdadigo |proteina- % % Resultados
oligo | Protefna| Oligo |N Tampé | |pH Preci ' °
¢] roteina| Oligo | Nombre |[Tampé6n| Sal |pHPrecip| Otro Inicial Final
25mM |10 mM 5% | 1mM Separacion de
: , , 6
FN20 31 0,6 0,2 C6 NaCac | MgCh, ved | oTT 30 60 fases
25 mM 125 5% | 1mM S i6n d
( eparacion de
. M |6
FN21 31 0,6 0,2 (0°] NaCac m vMPD | DTT 30 60 fases
MgC|2
Natrix | 25mM 20 mM 2,5% Separacion de
. 6
FN22 31 0,6 0,2 015 | NaCac |MgCl, MPD 30 60 fases
25mM {100 mM 6.5% Separacion de
: PE
FN23 31 0,6 0,2 Cc2 CHES | MgCl, 9 G 20 50 fases
8000
22,2mM 88.9 5.8% 11,1% Separacion de
FN24 | 31 | 06 | 02| c2 [ mMm |9 |PEG |27 | 20 50 P
CHES TCEP fases
MgCl, 8000

B.5 Ensayos cristalogréaficos con el farmaco CRMV50

En este apartado se presentan los resultados obtenidos en el monitoreo de las gotas

correspondientes a complejos del farmaco CRMV50 vy los oligonucleétidos AATTTAAATT,
ATAATATTAT, ATTAATTAAT, ATTTATAAAT, AATAATTATT y GGGAAATTTCCC, a dife-

rentes condiciones de cristalizacion. Se destacan en color amarillo las gotas en las que han

aparecido cristales y en color rosa las gotas en las que se han capturado cristales.

Oligonucledtido AATTTAAATT:

Condiciones de partida:
Farmaco: CRMV50 2,5 mM en agua
Oligonucledtido: (144) AATTTAAATT 3,787 mM en 25 mM NaCac pH 6,5

Tabla B.6 Condiciones y observaciones de las gotas CRMV50 — AATTTAAATT

Concentracion L L Precipitante en
Relacion Solucion de cristalizacion
. en gota (mM) pozo
Codigo |farmaco- % % Resultados
oligo |Farmaco| Oligo | Nombre |Tampén| Sal |pHPrecip| Otro > 0
E . . . Inicial | Final
Abundante
F1 | 11 | 02 |02 | p1 [2MM[8MM g1 s% j1mM o, 27 recipitado
. o]}
' ’ NaCac | MnCl, MPD | DTT P . P .
cristalino
25mM (10 mM 5% 1mM Cristales
0
F2 1:1 0,2 0,2 D2 6 20 41 medianos. Se
NaCac | MgC MPD | DTT )
fundieron
atn
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Concentracién

Precipitante en

i6 Solucién de cristalizacién
: Relacion en gota (mM) uci istalizaci -—
Cdédigo |farmaco- % % Resultados
oligo |Farmaco| Oligo | Nombre |[Tampén| Sal |pHPrecip| Otro 2 2
Inicial Final
Precipitado
25mM | 8 mM 5% | 1mM cristalinoy
: 6
F3 11 0.2 0.2 D3 NaCac | MgCl, MPD | DTT 20 45 separacion de
fases
25mM [10 mM 5% 1mM Cristales
0
: 6 fios. S
F4 11 0,2 0,2 D4 NaCac |NHWAC veo | oTT 20 34 peque.nos e
fundieron.
25mM |8mM | |2,5% | 1mM Cristales muy
,5% ~
F5 1:1 0,2 0,2 D2.2 NaCac | MgAC 6 veo | oTT 20 41 p.eque[wos. y
cristal liquido
25mM | 8 mM 5% 1mM Cristales
0 ~
F6 1:1 0,2 0,2 D4.2 NaCac |NH.AC 6 meo | oTT 20 40 pequepos. Se
fundieron.
25mM | 8mM 5% | 1mM Aguias y
: 6 ipitad
F7 2:1 0,4 0,2 D1 NaCac | MnCl, meo | oTT 20 31 pregpl .a o
cristalino
Cristales no
25mM (10 mM 5% 1mM h $
F8 | 21 | 04 | 02| D2 m S R N 20 25 R
NaCac | MgC MPD | DTT agujas. Se
fundieron
25mM [ 8 mM 5% 1mM Muchas agujas y
0
F9 2:1 0,4 0,2 D3 6 20 41 luego separacion
NaCac | MgCl, MPD | DTT
de fases
Cristales
25mM (10 mM 5% | 1mM pequefios y
F1 2:1 4 2 D4 6 2
L 0, 0, NaCac [NH,AC MPD | DTT 0 35 homogéneos. Se
pescé un cristal
25mM | 8mM 25% | 1mM Numerosas
5% . .
: . 6 tal
F11 2:1 0,4 0,2 D2.2 NaCac | MgAC MPD | DTT 20 26,5 agujas 'y cr|s~a es
muy pequefios
Cristales
25mM | 8mM 5% 1mM randes. Se
F12 2:1 0,4 0,2 D4.2 6 > 20 40 :
NaCac |NH,AC MPD | DTT pescaron dos
homogéneos
[CIGota con cristal capturado: bien facetado y birrefringente.
[] Gota en la que se formaron cristales.
oo
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Oligonucleétido ATTTATAAAT.:

Condiciones de partida:
Farmaco: CRMV50 2,5 mM en agua
Oligonucledtido: (160) ATTTATAAAT 5,614 mM en 25 mM NaCac pH 6,5

Tabla B.7 Condiciones y observaciones de las gotas CRMV50 — ATTTATAAAT

Concentracién

Precipitante en

i6 Solucion de cristalizacion
Relacion en gota (MM) uci istalizaci 0020
Cddigo |farmaco- % % Resultados
oligo |Fa Oligo | Nombre |Tampén| Sal |pHPrecip| Ot ¥ °
g armaco| Oligo | Nombre [Tampdén al |pH Precip ro Inicial Final
25mM [ 8 mM 5% | 1mM Precipitado
: 6
F13 1 0.2 0.2 D1 NaCac | MnCl, MPD | DTT 20 24 amorfo
Separacion de
25mM (10 mM 5% | 1mM fasesy
: 6 -
F14 11 0.2 0.2 D2 NaCac | MgC MPD | DTT 20 38 precipitado
cristalino
25mM | 8mM 5% 1mM Cristales
0
: i | !
F15 1:1 0,2 0,2 D3 NaCac | MgCl, 6 MPD | DTT 20 30 irregu éres Se
fundieron
s5mM |10 mM 5% 1mM Muchos cristales
0 ~
F16 1:1 0,2 0,2 D4 NaCac |NH.AC 6 veo | oTT 20 33 pequerﬁos. Se
fundieron
Muchos cristales
F17 | 11 | 02 | 02 | D22 |BMM |8MM I 125% 1mM |, 46 pequefios y
’ ’ ’ ' NaCac |MgAC MPD | DTT . L.
cristal liquido
Cristales
25mM | 8 mM 5% | 1mM pequerios
: . 6
R 11 0.2 0.2 D4.2 NaCac [NH,AC MPD | DTT 20 38 homogéneos. Se
fundieron
25mM | 8 mM 5% | 1mM Precipitado
: 6
F19 21 0.4 0.2 D1 NaCac | MnCl, MPD | DTT 20 34 amorfo
25mM |10 mM 5% 1mM
: 6 Cristal liquid
F20 2:1 0,4 0,2 D2 NaCac | MgC MPD | DTT 20 49 ristal liquido
s5mM | 8mM 5% 1mM Cristal liquido y
0
F21 2:1 0,4 0,2 D3 6 20 50 cristales muy
NaCac | MgCl, MPD | DTT N
pequefios
25mM (10 mM 5% | 1mM Separacion de
: 6
F22 21 0.4 0.2 D4 NaCac [NH,AC MPD | DTT 20 46 fases
Cristales
25mM | 8 mM 25% | 1mM pequerios y
F2 2:1 4 2 D2.2 6 2 47
€ 0, 0, NaCac |MgAC MPD | DTT 0 precipitado
cristalino
25mM | 8 mM 5% | 1mM Precipitado
: . 6
F24 21 0.4 0.2 D4.2 NaCac [NH,AC MPD | DTT 20 ar cristalino
[ Gota en la que se formaron cristales.
atn
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- Oligonuclettido AATAATTATT:

Condiciones de partida:
- Farmaco: CRMV50 2,5 mM en agua
- Oligonucledtido: (229) AATAATTATT 5,22 mM en 25 mM NaCac pH 6,5

Tabla B.8 Condiciones y observaciones de las gotas CRMV50 — AATAATTATT

Concentracion ., S Precipitante en
Relacién Solucién de cristalizacion
en gota (mM) pozo
Cddigo |farmaco- % % Resultados
oligo |Farmaco| Oligo | Nombre |Tampén| Sal |pHPrecip| Otro 2 2
Inicial Final
25mM [ 8 mM 5% | 1mM Precipitado
: 6
F25 11 02 02 D1 NaCac | MnCl, MPD | DTT 20 26 amorfo
25mM (10 mM 5% | 1mM Microcristales.
: 6
e 11 0.2 0.2 D2 NaCac | MgC MPD | DTT 20 39 Se fundieron
25mM | 8 mM 5% | 1mM Microcristales.
2 1 0.2 0.2 D3 NaCac | MgCl, 6 MPD | DTT 20 38 Se fundieron
25mM (10 mM 5% 1mM Cristales
0
F28 1:1 0,2 0,2 D4 6 20 30 grandes. Se
NaCac |NH,AC MPD | DTT .
fundieron
25mM | 8 mM 25% | 1mM Microcristales y
F2 1:1 2 2 D2.2 6 2
2 0, 0, NaCac |MgAC MPD | DTT 0 36 cristal liquido
Cristales muy
F30 | 11 | 02 | 02 | paz |[2MM 8MM 1) % amM o, 38 | pequefios. Se
' ' ' ' NaCac |NH,AC MPD | DTT o
fundieron
. 25mM | 8 mM 5% | 1mM Precipitado
F31 21 0.4 0.2 D1 NaCac | MnCl, 6 MPD | DTT 20 34 amorfo
Cristales
25mM |10 mM 5% | 1mM pequenios. Se
0 .
F32 2:1 0,4 0,2 D2 NaCac | MgC 6 MPD | DTT 20 32 fund.le'ron.
Precipitado
amorfo
25mM [ 8 mM 5% 1mM Cristales
0
F 2:1 4 2 D 6 2 2 i lares. S
33 0, 0, 3 NaCac | MgCh, veo | oTT 0 8 irregu éres e
fundieron
25mM (10 mM 5% 1mM Cristales
0 =
F34 2:1 0,4 0,2 D4 NaCac |NH.AC 6 MPD | DTT 20 40 peque.nos. Se
fundieron.
25mM | 8mM 25% | 1mM Precipitado
: . 6
F35 21 0.4 0.2 D2.2 NaCac |MgAC MPD | DTT 20 36 cristalino
25mM | 8mM 5% | 1mM
F 2:1 4 2 D4.2 6 2 41 Much j
e 0, 0, NaCac |NH,AC MPD | DTT 0 Hchas agujas
[] Gota en la que se formaron cristales.
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Oligonucleétido ATTAATTAAT:

Condiciones de partida:
Farmaco: CRMV50 2,5 mM en agua
Oligonucledtido: (156) ATTAATTAAT 5,275 mM en 25 mM NaCac pH 6,5

Tabla B.9 Condiciones y observaciones de las gotas CRMV50 — ATTAATTAAT

Concentracién

Precipitante en

i Solucién de cristalizacion
[Relacion en gota (mM) Het Salizact pozo
Cddigo |farmaco- % % Resultados
oligo |Farmaco| Oligo | Nombre |Tampén| Sal |pHPrecip| Otro ¥ °
g . : ol Inicial | Final
Precipitado
25mM | 8 mM 5% | 1mM amorfoy
: 6
F37 21 0.4 0.2 D1 NaCac | MnCl, MPD | DTT 20 33 separacion de
fases
25mM (10 mM 5% | 1mM Separacion de
: 6
F38 21 0.4 0.2 D2 NaCac | MgC MPD | DTT 20 43 fases
Precipitado
25mM [ 8 mM 5% | 1mM cristalino y
F 2:1 4 2 D 6 2
39 0, 0, 3 NaCac | MgCl, MPD | DTT 0 36 separacion de
fases
Precipitado
25mM [10 mM 5% | 1mM cristalino y
F40 2:1 0,4 0,2 D4 6 20 36
' ' NaCac [NH,AC MPD | DTT separacion de
fases
Precipitado
25mM | 8 mM 5% | 1mM amorfoy
F41 4:1 2 D1 6 2 2
0.8 0, NaCac | MnCl, MPD | DTT 0 5 separacion de
fases
Fa2 | 41 | o8 | 02| D2 [BMM[1OMMig]S% | ImM o, 34 Microcristales
: | 1
' ' NaCac | MgC MPD | DTT
25mM [ 8 mM 5% 1mM
F4 4:1 2 D 6 2 Mi istal
3 0,8 0, 3 NaCac | MgCl, veo | oTT 0 36 icrocristales
Precipitado
25mM (10 mM 5% 1mM cristalino
F44 4:1 0,8 0,2 D4 6 > 20 26 -, y
NaCac |[NH,AC MPD | DTT separacion de
fases
[ Gota en la que se formaron cristales.
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Oligonucledtido ATAATATTAT.:

Condiciones de partida:
Farmaco: CRMV50 2,5 mM en agua
Oligonucleétido: (153) ATAATATTAT 2,515 mM en 25 mM NaCac pH 6,5

Tabla B.10 Condiciones y observaciones de las gotas CRMV50 — ATAATATTAT

Concentracion

Precipitante en

i6 Solucién de cristalizacion
[Relacion en gota (mM) Het Stalizact pozo
Cddigo |farmaco- % % Resultados
oligo |Farmaco| Oligo | Nombre |Tampén| Sal |pHPrecip| Otro 2 2
Inicial Final
Precipitado
25mM | 8 mM 5% | 1mM cristalinoy
F4 2:1 4 2 D1 6 2 2
5 0, 0, NaCac | MnCl, MPD | DTT 0 5 separacion de
fases
25mM |10 mMm 5% 1mM Microcristales y
0 .z
F46 2:1 0,4 0,2 D2 NaCac | MgC 6 veo | oTT 20 40 separacion de
fases
25mM [ 8 mM 5% | 1mM Precipitado
Fa7 2:1 4 2 D 6 2 21
0, 0, 3 NaCac | MgCl, MPD | DTT 0 amorfo
25mM (10 mM 5% | 1mM Separacién de
: 6
Fa8 21 0.4 0.2 D4 NaCac [NH.,AC MPD | DTT 20 30 fases
Precipitado
25mM | 8mM 5% | 1mM amorfoy
F49 4:1 0,8 0,2 D1 6 20 16
’ ' NaCac | MnCl, MPD | DTT separacion de
fases
25mM (10 mM 5% 1mM Cristales
0
. 6 =
F50 4:1 0,8 0,2 D2 NaCac | MgC veo | oTT 20 33 pequenos y
brillantes
Precipitado
25mM | 8mM 5% | 1mM amorfoy
F51 4:1 0,8 0,2 D3 6 20 23
' ' NaCac | MgCl, MPD | DTT separacion de
fases
25mM (10 mM 5% | 1mM Separacion de
F52 4:1 2 D4 6 2 2
5 08 0, NaCac [NH,AC MPD | DTT 0 9 fases
] Gota en la que se formaron cristales.
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- Oligonucledtido GGGAAATTTCCC:

Condiciones de partida:
- Farmaco: CRMV50 2,5 mM en agua
- Oligonucleétido: (417) GGGAAATTTCCC 2,75 mM en 25 mM NaCac pH 6,5

Tabla B.11 Condiciones y observaciones de las gotas CRMV50 - GGGAAATTTCCC

Concentracion ., S Precipitante en
Relacion Solucion de cristalizacion
_ en gota (mM) pozo
Cddigo |proteina- % % Resultados
oligo | Proteina| Oligo | Nombre |Tampén| Sal |pHPrecip| Otro ° °
i) : e Inicial | Final
Abundante
25mM [ 8 mM 25% | 1mM .
F 4:1 2 D2.2 6 2 1 recipitado
53 08 0, NaCac |MgAC MPD | DTT 0 5 precip
amorfo
25mM [ 8 mM 5% 1mM Abundante
0
. ) 6 recipitado
F54 4:1 0,8 0,2 D4.2 NaCac |NH.AC MPD | DTT 20 20 precip
amorfo
Abundante

Natrix | 25 mM |20 mM 2,5%

F55 4:1 0,8 0,2 n°15 | Nacac |MgCl, 6 MPD 20 19 precipitado

amorfo
25mM |8mM | _ |25% | 1mM Abundante
,5% -

F56 6:1 1,2 0,2 D2.2 NaCac |MgAC 6 veo | oTT 20 16 precipitado
amorfo

Abundante

F57 | 61 | 12 | 02 | Dag |BMM|8MM gl S% fImM o, 13 precipitado

’ ’ ’ ' NaCac [NH,AC MPD DTT

amorfo

Abundante

Natrix | 25 mM (20 mM 2,5%

. 6 .
F58 6:1 1,2 0,2 no15 | NaCac |MgCl, MPD 20 16 precipitado
amorfo
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ANEXO C: Aspectos econdmicos del proyecto

Los aspectos econdémicos del proyecto que se han tenido en consideraciéon para estimar su
coste aproximado son: material de laboratorio, reactivos, equipos de laboratorio, personal y
conceptos generales.

El factor de uso presentado en las tablas de este anexo considera la fraccion consumida (en
caso de reactivos y materiales de laboratorio) o el tiempo de uso (en caso de equipos de
laboratorio) de cada uno de los conceptos analizados. En el caso del tiempo de uso, se
considerd la antigiiedad del equipo de laboratorio y el tiempo real de su utilizacién en el

proyecto para el calculo del factor de uso.
Material de laboratorio

Tabla C.1. Costes asociados al material de laboratorio

. Precio Factor de
Material unitario (€) SO Coste (€)
Cépsulas de cristalizacion 0,12 200 24,00
Concentrador Amicon Ultra-0,5 ml (caja) 133,80 0,04 5,35
Concentradores Vivaspin ® - 20 ml (caja) 118,58 0,33 39,13
Concentradores Vivaspin ® - 6 ml (caja) 147,46 0,08 11,80
Cryo-vial/cryo-pin 7,5 10 75,00
Guantes de Nitrilo (caja) 6,90 1 6,90
Membranas de didlisis Spectra/Por® 286,00 0,01 2,86
Parafilm (rollo) 25,00 0,1 2,50
Pipeta de plastico (caja) 4,00 0,1 0,40
Pipeta Pasteur (caja) 45,30 0,5 22,65
Placas de cultivo (24 x 20 piezas) 107,70 0,04 4,31
Puntas de micropipeta amarillas (bolsa) 13,60 1 13,60
Puntas de micropipeta azules (bolsa) 21,60 1 21,60
Puntas de micropipeta blancas (bolsa) 11,80 1 11,80
Tubos Eppendorf - 1,5 ml (bolsa) 69,30 1 69,30
Tubos Falcon - 15 ml (caja) 231,35 0,02 4,63
Tubos Falcon - 50 ml 0,78 6 4,68
Total 320,51
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Reactivos

Tabla C.2. Costes asociados a los reactivos

Reactivo I.Dre(.:lo Factor de Coste (€)
unitario (€) uso
Acido acético (1 litro) 12,10 0,5 24,00
Acido clorhidrico (1 litro) 11,24 0,02 6,05
Acido tricloroacético (500 g) 130,50 0,002 0,22
Acrilamida (1 Kg) 79,00 0,05 0,26
Agar (500 g) 54,00 0,12 3,95
Ampicilina (5 g) 48,00 0,1 6,48
Azul de bromofenol (5 g) 10,83 0,04 0,43
Azul de Coomassie (100 g) 135,50 0,05 6,78
Bisacrilamida (100 g) 89,40 0,007 0,63
CHES (25 g) 61,60 0,004 0,25
Cloranfenicol (5 g) 14,00 0,01 0,14
Cloruro de calcio (250 g) 23,92 0,08 191
Cloruro de magnesio (100 g) 36,90 0,01 0,37
Cloruro de sodio (1 Kg) 11,41 0,4 4,56
DNAsa (1 ml) 106,50 0,0001 0,01
DTT (50) 129,40 0,15 19,41
EDTA (2509) 47,30 0,2 9,46
Espermina (1 g) 59,90 0,001 0,06
Etanol (2,5 litros) 21,87 0,2 4,37
Extracto de levadura (500 g) 24,00 0,1 2,40
Glicerol (1 litro) 48,08 0,002 0,10
Glicina (1 Kg) 84,20 0,3 25,26
HEPES (500 g) 155,20 0,04 6,21
Hidréxido de sodio (1 KQ) 104,00 0,02 2,08
Inhibidores de proteasa (20 tabletas) 261,90 0,15 39,29
IPTG (1 g) 74,50 2,38 177,31
Isopropanol (1 litro) 17,40 0,5 8,70
MPD (500 ml) 44,30 0,3 13,29
MWM (MW-SDS-6 Dalton Mark 1V Sigma) (1 ml) 160,00 0,05 8,00
Nitrégeno liquido (1 litro) 0,72 2 1,44
Oligonucleétidos (6 x 4 mg) 3600,00 0,03 108,00
PEG 8000 (250g) 13,22 0,2 2,64
PSA (59) 12,20 0,25 3,05
SDS (100 g) 82,80 0,3 24,84
Soluciones Natrix HR2-116 (0,5 ml) 140,00 0,06 8,40
Sulfato de amonio (1 Kg) 130,00 0,03 3,90
TCEP (10 ml) 88,50 0,001 0,09
TEMED (100 ml) 25,60 0,001 0,03
Triptona (500 g) 37,00 0,2 7,40
Tris (1 Kg) 79,23 0,02 1,58
B-mercaptoetanol (100 ml) 35,70 0,07 2,50
Total 540,65
d‘_“x'bb
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Equipos de laboratorio

Tabla C.3. Costes asociados alos equipos de laboratorio

. Precio Factor de
Material unitario (€) uso Coste (€)
Agitador por induccién 200 0,00001 0,002
AKTA Purifier GE Healthcare 38330 0,0002 7,67
Armario refrigerado 3750 0,0002 0,75
Autoclave 2850 0,00006 0,17
Balanza 1000 0,00001 0,01
Bafio de 37 °C 565 0,0003 0,17
Centrifuga 26750 0,0002 5,35
Columna HiTrap SP FF (5 ml) 111 0,3 33,30
Columna Superdex 75 (24 ml) 1859 0,2 371,80
Congelador de -20 °C 600 0,02 12,00
Congelador de -80 °C 4000 0,005 20,00
Cubeta y accesorios de electroforesis 470 0,05 23,50
Escaner de Gel Doc XR 10579 0,001 10,58
Espectrofotometro UV 40000 0,0005 20,00
Estufa 697 0,0003 0,21
Fuente eléctrica 720 0,005 3,60
Incubadora 8900 0,0004 3,56
Jeringas Hamilton 58 0,01 0,58
Lavadora de material de laboratorio 4840 0,0005 2,42
Maquina de hielo 4000 0,003 12,00
Material para congelacion 250 0,05 12,50
Mechero Bunsen 42 0,00003 0,001
Microcentrifuga 1000 0,02 20,00
Micropipetas 1400 0,06 84,00
Microscopio éptico 20000 0,004 80,00
Nevera de 14 °C 500 0,005 2,50
Nevera de 4 °C 500 0,005 2,50
Ordenador 400 0,02 8,00
pHmetro 1500 0,02 30,00
Purificador de agua 6300 0,003 18,90
Sonicador 2661 0,005 13,31
Total 799,37

En el caso particular del uso del sincrotron, su coste no ha sido incluido debido a que el
tiempo de uso fue asignado al grupo de investigacion MACROM en forma de subvencion, es
decir, la sesion de uso fue cedida al proyecto sin pago asociado. Como referencia, se

conoce que 1 hora de sincrotrén tiene un coste de aproximadamente 8000 euros.



Ensayos cristalogréficos de complejos de ADN con proteinas HMG-box y farmacos

Pag. 143

Personal

Tabla C.4. Costes asociados al personal de laboratorio

Categoria Precio (€/h) Horas Coste (€)
Investigador 18 1000 18000
Directores de proyecto 32 100 3200
Total 21200

Gastos generales

Los gastos generales involucran:

- Consumo de servicios basicos como agua corriente, electricidad y gas. El coste

asociado a este concepto se estima como el 10 % del coste de uso de los equipos

de laboratorio y el consumo de reactivos.

- Consumo de material de oficina y materiales de limpieza. Se estima un coste de 100

euros para este concepto.

Costes totales

Tabla C.5. Costes totales desglosados

Concepto Coste (€)
Materiales de laboratorio 350,21
Reactivos 540,65
Equipos de laboratorio 799,37
Personal 21200
Conceptos generales 134
Total 23024,23

El coste total del proyecto es aproximadamente 23000 €. El concepto que mayor impacto

tiene en el coste total es el asociado al personal de laboratorio, debido a que el niumero de

horas implicadas en ensayos cristalograficos es cuantiosa.
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ANEXO D: Evaluacion del impacto ambiental del
estudio

La evaluacion de impacto ambiental permite definir el efecto potencial de un proyecto sobre
su entorno. De esta manera, se pueden identificar, prevenir, evaluar y mitigar los efectos
relevantes de orden biofisico, social u otro que producird un proyecto en caso de ser

ejecutado.

En este apartado se realiza una breve evaluacion de impacto ambiental para este proyecto,
siguiendo las recomendaciones de la guia “Consideraciones ambientales para los PFC” (ver
bibliografia complementaria). La realizacién de dicha evaluacion implica el desarrollo de la
misma a través de informacion bibliografica disponible y relevante.

Adicionalmente, dado que este estudio contempla el desarrollo de una larga etapa de
experimentacion, se muestra el impacto ambiental, causado por las actividades realizadas,

acomparfado de una serie de buenas practicas ambientales tomadas en cuenta.
- Impacto ambiental de los resultados del proyecto

Este proyecto tiene como uno de sus objetivos el estudio estructural de las proteinas del tipo
HMG-box, especificamente la HMGB1 box B y la NHP6A, unidas a ADN. Este conocimiento
es de importancia en el desarrollo de estrategias terapéuticas para enfermedades
relacionadas con el papel de estas proteinas en la transcripcion, recombinacion y reparacion
del ADN. De esta forma, tener informacion concreta acerca de estos complejos proteina-
ADN, tendria un impacto social positivo, ya que contribuirian a la investigacién contra

diversas enfermedades, incluido el cancer.

Por otro lado, también se estudia la interaccion de compuestos derivados de difenilo
bisimidazolinio con secuencias de ADN ricas en AT. Particularmente, gran parte del ADN de
los microorganismos causantes de enfermedades tropicales como la malaria y la
tripanosomiasis, es rico en AT, por lo que se consideran potentes compuestos contra dichas
patologias. De nuevo, tener informacion concreta acerca de estos complejos proteina-ADN,
tendria un impacto social positivo, ya que contribuirian a la investigacion médica en este

campo.
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- Impacto ambiental de la etapa de experimentaciéon y buenas practicas

consideradas

El impacto ambiental durante la etapa de experimentacion del estudio se centra en la
produccion de residuos contaminados con sustancias quimicas/bioldgicas y el posible dafio
a la salud o al medio resultante de la manipulacion de dichas sustancias y residuos.

A pesar de que, por la naturaleza del proyecto, se usan cantidades muy reducidas de
sustancias quimicas/biolégicas, a continuacion se listan las actividades que las involucran y

las buenas practicas tomadas en cuenta para minimizar su impacto:

o Cultivo de bacterias: Al desechar los restos de cultivos, se deben tratar previamente

con lejia para matar a los microorganismos y evitar su posterior crecimiento.

o Preparacion de geles de electroforesis: tanto la preparacion del tampdn de muestras,

y del gel, implican la manipulacion de sustancias quimicas dafiinas para la salud y el
ambiente, como B-mercaptoetanol y acrilamida, respectivamente. La preparacion del
tampon de muestras se hace en la campana de extraccion usando equipos de
proteccién personal; la preparacion de la soluciones para el gel, especificamente la

manipulacion de acrilamida, se hace también con equipos de proteccion personal.

o Ensayos cristalogréficos: durante los ensayos se usan reactivos como MPD y PEG

8000 como agentes precipitantes. Estos se convierten posteriormente en residuos.
Dichos residuos son dispuestos en contenedores especiales para su gestion

posterior (empresa contratada especializada en gestion de residuos de laboratorio).

o Uso de consumibles durante la experimentacién: el material de laboratorio

contaminado (pipetas, puntas de pipetas, tubos eppendorf, tubos Falcon, recipientes
de sustancias quimicas vacios, entre otros), asi como equipos de proteccion
personal (principalmente guantes) son desechados en contenedores especiales.

Esta clase de residuos es dispuesta a través de la empresa de gestion de residuos.
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