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Resum

Les proteines HMG (High Mobility Group) s6n un grup de proteines cromosomiques no
histones que van ser anomenades aixi degut a la seva mobilitat electroforetica. Aquest
conjunt de proteines esta dividit en tres grans subfamilies: les HMGA, les HMGB i les
HMGN.

Les proteines HMGA poden modificar la conformacié espacial del DNA, regulant
(positivament o negativament) I'expressié de nombrosos gens i influint en molts processos
cel-lulars normals com ara el creixement, proliferacié, diferenciacié i mort cel-lular, i la
reparacié del DNA. També estan relacionades amb diferents processos patologics, entre
ells I'obesitat, la diabetis, 'arteriosclerosi i el cancer. S’ha observat com, en molts tipus de
cancers, hi ha una sobre-expressié d’aquestes proteines.

Se sap que la interacci6 HMGA-DNA es dona a través d'uns motius d’'unid al DNA
anomenats “AT-hooks”, els quals s’uneixen a regions riques en adenines (A) i timines (T)
del DNA. En les proteines HMGA es troben tres motius AT-hook.

Per a comprendre millor el mecanisme d’accié d’aquestes proteines, €s important conéixer
l'estructura tridimensional que formen els complexos DNA-proteina. Amb aquesta finalitat
es persegueix I'obtencié de co-cristalls de la proteina HMGA1b(1-90) amb oligonucleotids
sintetics rics en sequeéencies ATs.

En primer lloc, s’ha expressat la proteina HMGA1b(1-90) a partir d’'un cultiu bacteria
d’Escherichia coli. Seguidament, s’ha purificat aquesta proteina fins l'alt grau de puresa
requerit utilitzant cromatografia de bescanvi idnic seguida de cromatografia de gel-filtracio.
Posteriorment, s’han realitzat assajos cristal-lografics per a obtenir els co-cristalls
necessaris per a poder resoldre, mitjangant difraccié de raigs X, I'estructura tridimensional
del complex oligonucleotid-proteina. Els dos oligonucleodtids sintétics emprats en aquest
projecte son A, TA,T,AT, i el GaAsTsCs. En una Ultima etapa del projecte, s’han realitzat
també assajos cristal-lografics amb un peéeptid sintétic que es correspon amb el tercer “AT-
hook” de la proteina d’estudi i I'oligonucledtid A, TALTLAT,.
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1. GLOSSARI

A: adenina.

Ac. : acetat.

Amp: antibiotic ampicil-lina.

Amp': gen que atorga resisténcia a 'ampicil-lina.

AT-hook: domini d’uni6 al DNA del grup de proteines HMG.

C: citosina.

CM: carboximetil cel-lulosa.

C-terminal: extrem carboxi terminal d’'una proteina (o un péptid).
DNA: acid desoxiribonucleic.

DO: densitat optica.

Eq.: equacio

Fig.: figura.

Fr.: fraccio.

G: guanina.

HEPES: tampd6 N-[2-hidroxietil]piperazina-N’[2-acid etansulfonic].
HMG: High Mobility Group.

IDP (intrinsically disordered proteins): proteines intrinsecament desordenades.
IP: iso-Propanol

IPTG: isopropropil-B-tiogalactopiranosid.

LB: medi de cultiu Luria Bertani.

MES: tamp6 acid 2-morfolinoetanosulfonic.




Pag. 6 Memoria

MP (mostra de partida): mostra que s’insereix a la columna cromatografica.
MPD: 2-metil-2,4 —pentanodiol.

MWCO (molecular weight cut off): Indica el limit de massa molecular maxima que pot
retenir una membrana.

NaCac: tampd cacodilat sodic (dimetil-arsenat sodic).
ON: over night.

p.: pagina.

pb: parells de bases.

PEG: polietilenglicol.

PSA: persulfat d’amoni.

Rpm: revolucions per minut.

SDS: dodecil sulfat de sodi.

SF: separacio de fases

T: Timina.

TCA: acid tricloroacetic.

TEMED: N,N,N’,N’-tetrametilen-diamina.

Tris: tampo tris(hidroximetil)aminometa.

Tritd X-100: eter octilfendlic del decaetilenglicol.
Tween: polisorbat.

UV: ultraviolat/da.

V.. veure.
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2. PREFACI

2.1 Origen del projecte

Durant I'estudi de les proteines nuclears, es va detectar que existia un grup minoritari de
proteines que no eren histones. Aquest col-lectiu es va classificar en dos subgrups: les
proteines de baixa mobilitat electroforética i les proteines d’alta mobilitat electroforética. Les
més estudiades sén aquestes Ultimes, i formen la familia de proteines anomenades HMG
(High Mobility Group). Sén proteines basiques capaces d’interactuar amb el DNA i regular o
intervenir en molts processos cel-lulars normals i patologics (com ara el cancer) (v. apartat
4.1.1).

Aquestes proteines, pero, no tenen una estructura coneguda, siné que es troben de forma
intrinsecament desordenada (IDP), i només adquireixen una certa estructura en interactuar
amb el DNA en zones riques en ATs. Tot i aixi, encara no es coneixen en detall les
interaccions que s’hi estableixen.

Per aquest motiu, és de gran interés coneixer l'estructura d’aquesta proteina i com
interacciona amb el DNA, per tal de contribuir en la lluita de malalties com ara el cancer.
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3. INTRODUCCIO

3.1 Objectius del projecte

L’objectiu ultim d’aquest projecte és l'obtencié de cristalls dels complexos formats per la
proteina HMGA1b(1-90), o bé un péptid sintetic corresponent al domini d’'unié al DNA de la
proteina (tercer AT-hook) (v. apartat 4.1), amb oligonucledtids rics en seqiiéncies ATSs.
Aquests cristalls hauran de ser d’'una qualitat suficient com per a permetre posteriorment la
resolucio de I'estructura dels complexos formats.

3.2 Abast del projecte

Aquest projecte comprén les etapes seglients:

- Expressio del mutant HMGA1b(1-90) en un cultiu d’Escherichia coli mitjangant la
tecnica del DNA recombinant.

- Purificaci6 de la proteina mitjancant cromatografia de bescanvi ionic i, en una
segona etapa, cromatografia de gel-filtracio.

- Realitzacié dels assajos cristal-lografics amb la proteina i diferents oligonucleotids
rics en ATs, buscant les condicions més favorables per a qué es formin cristalls del
complex. La técnica cristal-lografica emprada és la de difusié de vapor en gota
penjada.

- Andlogament, realitzaci6 dels assajos cristal-lografics amb el peéptid sintétic
corresponent al tercer AT-hook de la proteina d’interés i un oligonucleotid ric en
ATs.
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4. LES PROTEINES HMGA | EL DNA

4.1 Les proteines HMGA

4.1.1 Les proteines HMG

Una proteina és una macromolécula formada per diferents aminoacids units entre ells amb
un enlla¢ peptidic. Les proteines poden presentar diferents nivells estructurals. L'estructura
primaria és la sequéncia o ordre dels aminoacids a la cadena polipeptidica, la secundaria
€s una estructura local de tipus regular mantinguda per ponts d’hidrogen, la terciaria és un
plegament general de la cadena i la quaternaria es dona només quan diverses subunitats
s'uneixen formant un complex, essent I'estructura quaternaria la disposicié espacial del
conjunt.

Les proteines tenen diverses funcions importants dins de l'organisme, com ara suport
mecanic, catalisi enzimatica, transport, proteccié immune, regulacio, etc.

Les proteines HMG formen un grup de proteines basiques nuclears que van ser
anomenades aixi per la seva elevada mobilitat en gels acids de poliacrilamida. Tenen una
massa molecular inferior a 30 kDa i un elevat nombre d’aminoacids carregats positivament
[1]. Aquest col-lectiu de proteines posseeix propietats bioquimiques i biofisiques similars, i
presenten una llarga cua acidica terminal [2].

El grup de les HMG esta dividit en tres grans families: les HMGA, les HMGB i les HMGN (v.
taula 4.1). Les 3 families es diferencien entre si pel motiu d’'unié al DNA, pels substrats
d’unié més favorables, pels canvis que indueixen en aquests substrats i pel subconjunt de
processos cel-lulars que influeixen [2], [3].
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Familia HMGA
. Nomenclatura antiga: HMG-I/Y. HMGAs
3-8 106 - l95
o Motiu d’unié al DNA: AT-hooks. Afa s Alb
. Membres: HMGAla, HMGA1b, HMGAlc, HMC A2I -
. N° d’aminoacids: aprox. 100 -180.
o Funcions: actua com un factor estructural de transcripcid que regula
I'expressié de nombrosos gens.
. Unié al DNA: s’uneix al solc menor del DNA en regions riques en ATs
(v. apartat 4.2.1).
Familia HMGB
. Nomenclatura antiga: HMG-1/2. HMGBs -
-Gl —
. Motiu d’'unié al DNA: dominis HMG-box. B1 -
- —
. Membres: HMGB1, HMGB2, HMGBS3. B2 -
-Gl —
. N° d’aminoacids: aprox. 200. B3
. Funcions: afecta a processos cel-lulars i extracel-lulars. Promou la
transcripcio de molts gens.
. Unié al DNA: s’uneix al solc menor del DNA amb una especificitat de
seqliéncia limitada o nul-la.
Familia HMGN
. Nomenclatura antiga: HMG 14/17 FO:
o Motiu d’unié al DNA: nucleosomal binding domain. - 89
N2
. Membres: HMGN1, HMGNZ2, 98 77
D =il
MHGN3a, HMGN3b, HMGNA4. N3a N3b
- 89
. N° d’aminoacids: aprox. 75-100. N4
. Funcions: desplega la cromatina, aixi millora I'accessibilitat dels
factors de transcripcié en la unié amb la cromatina.
. Unio al DNA: s’'uneix al cromosoma entre les voltes del DNA i les histones.

Taula 4.1: Les diferents families de proteines HMG.




Expressid, purificacio i assajos cristal-lografics de la proteina HMGA1b(1-90) Pag. 13

4.1.2 Les proteines HMGA

La familia HMGA esta formada per quatre proteines, HMGAla, HMGAlb, HMGAIlc i
HMGAZ2, que estan codificades per dos gens especifics: el que dbna lloc a les Al i el que
dona lloc a THMGA2 (v. figura 4.1). Les tres proteines HMGA1 s’obtenen per splicing
alternatiu d’'un mateix gen [4], [5].

a The human HMGAT gene b The human HMGA?2 gene
1 234 5 6 7 8 1 2 3 .M0kb 4 5
6p telomere v ; Iﬂ . 6 centromere 12 centromere I'. , :. I: 12q telomere
S AT AT yoar N
HMGATa [ [ ] L L] ] |
}
AT | AT AT oAt d oAty Aty
Ameab [T [T T[] HMGA2[ [T [] [ '

Fig. 4.1: Els dos gens que donen lloc a les proteines HMGA [5]

Estructura

Les proteines HMGA tenen estructures primaries molt semblants, contenen tres AT-hooks
amb la sequiéncia PRGRP* flanquejats per residus basics, a excepcié de 'THMGA1c que
només en té dos (v. figura 4.2). Amb aquests AT-hooks, les proteines HMGA sén capaces
de reconeixer i d’'unir-se a sequéncies riques en ATs al solc menor del DNA (v. apartat
4.2.1) [1], [6].

En aquest projecte s’ha treballat amb un mutant de la proteina HMGA1b al qual s’han
eliminat els aminoacids corresponents a la cua acidica terminal de la proteina.

! ATAT-hook 1 el primer aminoacid no és “P”, sin6 “G”
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HMGAla 'MSESSSK SSQPLASKQEKDGTE---KRGRGRPRKQPPVSPGTALVGSQKEPS-EVPTPKR
HMGA1lb 1IlSESSSr\SSuPp—sSPQLI\'DUTE———KR GRPRKQOPP* ******* x+*KEPS~-EVPTPKR!
HMGAlc 1MSESSSKSSQPLASKQEKDGTE---KRGRGRPRKQOPPVSPGTALVGSQKEPS-EVPTPKR
HMGA2 1 MSARGEGAGQPSTSAQGQPAAPA POKRGRGRPRKQOQQ-~--=-=-=====—~

HMGAla 60

{GSKNKGAAK-~--TRKTTTTPG-RKHR! LEK-=======~ EEEEGIS

HMGA1b 49RBKGSKNKGAAK-~-~-TRKTTTTPG-RKHR! LEK---------EEEEGIS -QESSEEE
HMGAlc SORBKGSKKNWRRRKRRASRRSPRRRSSDHCVP PHWRSSFLLGLDSI‘APLPPPPPLDOZ—WhH121
HMGA2 3'RBKGSKNKSPSKAAQ-KKAEAT-GEKRERGRBRKWPQOVVQKKPAQEETEETS SOESAEED- 109

HMGAlc 22 HRLWPPPPSSTCALTTTLHSTPAAAGL PWAEWGAVFPWPQFPAPPAHPRI HTCPPGOG'

Fig.4.2: Sequéncies aminoacidiques de les proteines HMGA humanes [6]. Els tres dominis AT-hook
es representen en negreta i tenen carrega positiva (es ressalta la zona invariable R-G-R-P). La regi6o
acidica C-terminal apareix ressaltada en vermell. Els asteriscs indiquen /a delecié d’11 aminoacids
gue presenta 'lHMGA1b respecte THMGA1a (només es diferencien en aquests 11 aminoacids).

Un tret caracteristic de les proteines HMGA és que només assumeixen un cert tipus
d’estructura quan s’uneixen al DNA o algun substrat. Si estan lliures en dissolucio es troben
com a “random coils” i es consideren intrinsecament desordenades (IDP). Es creu que
aquesta flexibilitat intrinseca, juntament amb la transici6 de molécula desordenada a
estructura ordenada quan s’uneix a un substrat, és el que permet que les proteines HMGA
puguin participar en una amplia varietat de processos biologics. Les proteines HMGA
poden torcer, estirar, desenrotllar i enrotllar substrats de DNA, entre altres [2].

Funcié

Les proteines HMGA estan implicades en la remodelaci6 de la cromatina i la transcripcié de
molts gens. Per tant, intervenen en diversos processos biologics normals com ara el
creixement, la proliferacio, la diferenciacio i 'apoptosis (mort cel-lular) [4].

Es pot dir que les proteines HMGA tenen tres mecanismes per a interactuar amb el DNA
[5], [7] (v. figura 4.3).

e Les proteines HMGA poden interaccionar directament amb el DNA, ja sigui
modificant la seva conformacio i, consequentment, facilitant la unié a un grup de
factors de transcripcid, o bé interaccionant alhora amb els factors de transcripcio i
el DNA, formant aixi complexos multiproteics units al DNA (v. figura 4.3 c1).

¢ Les proteines HMGA poden interaccionar amb factors de transcripcié que tenen
baixa afinitat pel DNA modificant la seva conformacio i aixi permetent la seva unio
amb el DNA (v. figura 4.3 c2).
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e Les proteines HMGA son capaces de permetre la transcripcioé de la cromatina ja
gue desplacen a les histones H1 i es descompacta el DNA (v. figura 4.3 c3).

acetylation
stereospecific DNA-TFs \phosphorylation/ 4

macromolecular i
complex formation ethylatm

TR
conformational
switch

HMGA-TF
1 protein-protein
interaction

Fig. 4.3: Esquema de les tres vies d’actuacio de les proteines HMGA [7].

Interaccié amb el DNA

Mitjangant estudis dRMN s’ha trobat que el fragment aminoacidic RGR (arginina-glicina-
arginina) s’adapta perfectament al solc estret del DNA en seqliéncies riques en AT (v.

figura 4.4) [8], [9].

Fig, 4.4: Model de la interaccié d’'un AT-hook amb el DNA [10]. Les cadenes blava i vermella
representen l'esquelet del DNA i la cinta representa l'esquelet polipeptidic de la proteina, en groc el
domini AT-hook. S'observa com la seqliéncia Arg10-Gly11-Arg12 es posiciona al solc estret.
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Durant la redacci6 d’aquest projecte, membres de I'equip MACROM han aconseguit
resoldre l'estructura cristal-lografica del tercer AT-hook de la proteina HMGA1l amb
l'oligonucledtid d(CGAATTAATTCG),. L'estructura trobada mostra com I'AT-hook forma
enllagos per pont d’hidrogen entre els grups N-H de la cadena principal del péptid i les
timines del solc menor, el DNA es flexiona i s’eixampla el solc menor (v. figura 4.5) [11].

Fig. 4.5: Estructura d’'un complex DNA/AT-hook. A) Imatge estereografica: el DNA apareix com a un
objecte gris semitransparent. Els enllacos virtuals entre fosfats estan indicats en color vermell.
Aquests mostren com s’eixampla el solc menor del DNA a la zona on s’inserta 'AT-hook. B) En
aquesta vista només s'observa la regi6 central elongada de 'AT-hook (Arg-Gly-Arg). Es poden

observar els ponts d'hidrogen entre els grups NH de la cadena de péptid i l'oxigen de la timina [11].

Fins ara, pero, la zona intermeédia entre dos AT-hooks no ha estat caracteritzada, tot i que
juga un paper decisiu en la interaccio.

Les proteines HMGA i el cancer

Les proteines HMGA tenen una elevada capacitat de reconeixer i alterar la cromatina i
l'estructura del DNA. Per tant, és d’esperar que les cél-lules que expressen alts nivells
d’'aquestes proteines (com ara, les cél-lules tumorals) tinguin una notable alteracié en
I'estructura de la cromatina.

El nivell d’expressi6 de 'HMGA és molt alt durant 'embriogénesi (desenvolupament
embrionari) i les rapides proliferacions cel-lulars, perd disminueix notoriament fins a arribar
a ser practicament indetectable a les cél-lules adultes i als teixits diferenciats que no es
divideixen [12].

@
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Una sobreexpressio d’aquestes proteines en cél-lules “normals” resulta toxica i les indueix a
l'apoptosi (mort cel-lular programada). En canvi, una sobreexpressio en certes ceél-lules
“pre-disposades” sovint té efectes antiapoptodtics i, freqlientment, les indueix a trans-
formacions cancerigenes [2]. El rol que tenen aquestes proteines esta basat en la seva
capacitat de regular (tant positivament com negativament) I'expressié de gens que tenen un
paper important en el control de la proliferacié cel-lular i la invasi6 [12].

Existeix una correlacid entre l'increment de la concentracid de proteina a les cél-lules
neoplasiques transformades i el grau de malignitat o potencial metastasic de les mateixes
[13], [14]. Alguns estudis han proposat introduir la deteccié del nivell de concentracioé de la
proteina HMGA al procediment rutinari de les analisi tumorals [5].

Hi ha diferents factors que regulen I'expressié dels gens HMGA. S’han trobat diferents
senyals de transduccio i una varietat de factors de transcripcié que participen en el control
de I'expressié in vivo de la proteina HMGA [15]. Mitjancant I'estudi d’aquests mecanismes
es pretén regular la sobreexpressio de la proteina.

Aconseguir reprimir I'expressié de 'lHMGA pot ser una eina excel-lent pel tractament del
cancer. A més, com la sobreexpressio d’aquestes proteines es déna en molts tipus de
cancer, aquesta terapia podria tenir un ampli espectre d’aplicacions [5], [12].

A I'nora de comencgar aquest projecte, es va considerar que seria molt interessant poder
coneixer l'estructura tridimensional de la proteina HMGA associada al DNA, per tal de
col-laborar a I'estudi de les seves funcions i del seu rol en certes malalties.
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4.2 EI DNA

4.2.1 Estructurai funcié del DNA

El DNA és un polimer lineal constituit per quatre classes diferents de nucleotids. Un
nucleotid és una molécula formada per una base nitrogenada (purina o pirimidina), una
pentosa (en el cas del DNA és la 2-desoxiribosa) i un grup fosfat. Els quatre tipus de
nucleotids presents al DNA (adenina, citosina, guanina i timina) es mostren a la figura
seglent:

(a)

Base
nitrogenada
Fosfato ~‘
(b) Nucleétidos de purina (c) Nucleétidos de pirimidina
Adenina T‘H Timina (H)

Fig.4.6: Nucleotids presents a la molécula de DNA. (a) Es pot observar els tres constituents basics
dels nucledtids: la pentosa, el grup fosfat i les bases nitrogenades. (b) Nucledtids de purina.
(c) Nucleotids de pirimidina. Figura extreta de:
http://www.ecociencia.cl/articulos/adnoproteinas.htm

La repeticio dels enllacos sucre-fosfat entre diferents nucleotids conforma l'esquelet fix
d'una cadena de DNA, i d’'aquest esquelet sobresurten les bases nitrogenades. Tots els
sucres d’'una cadena estan orientats de la mateixa manera, per tant, es pot distingir
facilment els dos extrems de la cadena, anomenats 3’ i 5. L'extrem 3’ esta hidroxilat i el 5’
esta fosforilat (v. figura 4.7).

@
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Les molécules de DNA consten, pero, de dues cadenes (v. figura 4.7). L’any 1953, James
Watson, Francis Crick i Rosalin Franklin van deduir 'organitzacié d’aquestes cadenes i van
proposar una estructura tridimensional per a les molécules de DNA: una doble helix
dextrogira composta de dues cadenes, on I'esquelet de sucre-fosfat queda a I'exterior i les
bases nitrogenades queden a l'interior formant parells de bases (pb).

Les dues cadenes son antiparal-leles i complementaries: sempre quedaran enfrontades
una base purinica amb una pirimidinica. Concretament I'adenina s’aparella amb la timina
(A-T) mitjancant dos enllagos per ponts d’hidrogen, i la guanina amb la citosina (G-C),
mitjangant tres enllagos per pont d’hidrogen (v. figura 4.7).

Hydrogen bond

©Addison Weslsy Longman, Ine

Fig. 4.7: La doble hélix del DNA. L’esquelet de sucre-fosfat es representa en blau clar. També
s’'observen els parells de bases de Watson-Crick. L'adenina s’aparella amb la timina i la citosina amb
la guanina. Les linies discontinues representen els enllagos per ponts d’hidrogen.

L’estructura del DNA es pot descriure mitjangant uns parametres que defineixen la doble
hélix. Alguns d’aquests son: el nimero de residus per volta (pb necessaris per tal que I'hélix
giri 360°), el pas d’hélix (longitud d’una volta de DNA), el diametre de I'hélix i 'aparici6 de
dos solcs, el major i el menor, de mides i caracteristiques diferents. Aquests dos solcs son
rellevants a I'hora d’interaccionar amb altres molecules (v. figura 4.8).




Pag. 20 Memoria

Minor

\Groove

Helix Pitch

Helix Diameter

Fig 4.8: Parametres basics de la doble hélix: Pas de volta dhélix i diametre de /hélix. També es pot
observar el solc major i el solc menor (Sinden, 1994).

En l'estructura descrita per Watson i Crick, 'anomenada forma B del DNA, aquests
parametres caracteristics son:

¢ NuUmero de residus per volta: 10.
e Pas d’helix: 3,4 nm.

e Diametre de I'nélix: 2,0 nm.

Tot i que l'estructura del DNA més comuna és la forma B, existeixen altres formes, com ara
la forma A, la forma C, la forma D i la forma Z. Entre elles es diferencien pels parametres
de la doble hélix (v. taula 4.2).
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Forma Pas d’hélix (nm) pb per volta

Taula 4.2. Alguns parametres caracteristics de les diferents formes del DNA.

La funcié basica del DNA és codificar i transmetre la informacié genética. La seqiiéncia de
bases nitrogenades al llarg de les cadenes de DNA constitueix la informacié genética.
Aquesta informacié pot ser traduida per sintetitzar les proteines que duen a terme la major
part de l'activitat cel-lular. Durant la replicacié cel-lular, se separen les dues cadenes de
DNA i a partir de cada cadena “mare” s’origina, per complementarietat de les bases
nitrogenades, una cadena “filla”. Aixi es transmet de generacié en generacio la informacié
continguda en el material genétic.

4.2.2 Les sequéncies AT

Aquest treball s’ha centrat en intentar trobar la interacci6 d'un mutant de la proteina
humana HMGAlb al qual s’ha extret la cua acidica terminal (v. apartat 6.2) amb
oligonucledtids amb sequieéncies riques en Ai T.

Una gran part del DNA dels organismes pluricel-lulars no és codificador. Aixd implica que
una gran part del genoma esta format per seqiiéncies que no sén traduides a proteines.
So6n regions amb funcié desconeguda i s’ha trobat que tenen un abundant contingut de
seqliéncies AT [16]. L’elevat contingut en sequéencies AT en les regions no codificants de
molts organismes ha suggerit que aquestes seqiéncies juguen un rol estructural en la
funcié del genoma.

També s’ha descobert que al genoma de molts organismes inferiors hi ha una elevada
guantitat de seqiéncies AT. Per exemple, el genoma de I'ameba Dictyostelium discoideum
posseeix un contingut d’ATs del 78%. [17].
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Per aquests motius hi ha un gran interés en I'estudi del polimorfisme que presenten les
sequencies riques en ATs [18], [19]. S’ha trobat que algunes formes del DNA, com ara la
forma D, es donen en sequéncies riques en ATSs.

Alguns membres del grup MACROM han trobat que oligonucleotids amb sequéncies
alternants d’ATs poden adoptar I'aparellament Hoogsteen [20]. En el parell de bases del
tipus Hoogsteen I'adenina gira 180° al voltant de I'enllag glicosidic; aixi els ponts d’hidrogen
que es formen entre 'adenina i la timina sén diferents de I'aparellament Watson-Crick.
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5. MATERIALS | METODES

Per a comprendre millor el mecanisme d’accié de les proteines HMGA cal conéixer
I'estructura tridimensional que formen els complexos d’aquestes proteines amb el DNA.
Amb aquesta finalitat, s’han realitzat diferents assajos cristal-lografics per tal d’obtenir
cristalls dels esmentats complexos. D’altra banda, també s’han realitzat assajos amb un
péptid sintétic, que té una sequencia afi a la proteina emprada.

En aquest projecte, la proteina d’estudi ha estat la HMGA1b(1-90), un mutant de la proteina
HMGA1b, on s’ha eliminat la cua acidica terminal, perd es conserven els tres AT-hooks.
Aquest mutant de proteina s’ha expressat en un cultiu bacteria d’Escherichia coli mitjangant
la técnica del DNA recombinant (v. apartat 5.3). Posteriorment s’ha purificat fins a un alt
grau de puresa (v. apartat 5.4) per tal de portar a terme els assajos cristal-lografics (v.
apartat 5.5). D’altra banda, tant els oligonucleodtids com el péptid emprats als assajos
cristal-lografics s’han comprat ja sintetitzats, perd cal una preparacio prévia dels mateixos.
Als apartats 5.1 i 5.2 s’explica el tractament que han de rebre les mostres d’oligonucleotids i
péptid, respectivament, per tal de poder-los fer servir per a cristal-lografia.

5.1 Preparacié de les mostres d’oligonucleotids

Els oligonucleotids que s’utilitzen sén subministrats per I'Institut Pasteur i arriben liofilitzats i
amb un grau de puresa que oscil-la entre el 95 i el 98%. Per a poder realitzar els assajos
cristal-lografics cal dissoldre’ls en aigua esteéril i calcular la concentracio de les mostres amb
espectrometria UV. Per tal de calcular la concentracid, primerament s’efectua I'espectre
d’absorcié d’'una dilucid de la mostra d’interés des de 190 nm fins a 350 nm. Posteriorment,
es realitza una lectura puntual a 260 nm, que és on es dbéna la maxima absorbancia de
lenllag dels nucleotids. Amb el valor d’aquesta lectura puntual, i mitjangant la llei de
Lambert-Beer, es pot calcular la concentraci6é de la mostra:

A=¢-C-I (Eq. 5.1)

Sent:

A: absorbancia.

€ (ml/mg-cm): coeficient d’extinciod a la longitud d’ona considerada (260 nm en aquest cas).
| : longitud del pas optic de la cubeta que conté la mostra (1 cm).

C: concentracio de la mostra (mg/ml).
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El coeficient d’extincié a 260nm d’un oligonucleotid qualsevol DpEpFpGp...KpL es pot
calcular utilitzant 'equacié de Cantor et al. (1970) [21]:

€260= € DpEpFpGp. KpL = 2(8DpE +Egpr g Tt ngL)— Eg —EF —Eg—E (Eq. 5.2)

A la taula 5.1 es mostren els coeficients d’extinci® de cada nucleotid, aixi com els dels
possibles enllagos entre nucleotids.

Taula 5.1: Coeficients d’extincié aplicats a I'equacié de Cantor et al. [23].

Una ultima consideracio a tenir en compte a I'hora de calcular el factor d’extincié és que els
valors de la taula son per a cadena simple. Es per aixd que la concentraci6 calculada
s’haura de dividir entre 2 per poder saber la concentracio del daplex de DNA.

5.2 Preparacio de les mostres de peptid

Les mostres de péptids també es reben liofilitzades i amb una puresa superior al 97%, tant
del Departament de Quimica Organica de la UB (tenen una unitat de sintesi de péptids),
com d’alguna casa comercial, com ara Thermo Fisher. El proveidor indica tant la quantitat
exacta de la mostra com la massa molecular del péptid en qlesti6é. Caldra dissoldre la
mostra en aigua esteril, tenint en compte les dades facilitades pel proveidor per aconseguir
la concentraci6 desitjada. Les mostres es conserven a -80°C.
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5.3 Obtencio de la proteina

De manera esquematica, el procediment seguit per a obtenir la proteina és:

TRANSFORMACIO

CULTIU EN MEDI LIQUID

INDUCCIO DE L’EXPRESSIO

CENTRIFUGACIO

TRACTAMENT DEL PELLET

PURIFICACIO

Fig. 5.1: Esquema del procediment seguit per a preparar les mostres de proteina HMGA1b(1-90).

Tal com s’ha dit, la proteina de treball és THMGA1b(1-90). Aquesta proteina €s un mutant
de la proteina HMGA1b humana, a la qual s’ha eliminat la cua acidica terminal.

Per a obtenir la proteina s’ha emprat la tecnica del DNA recombinant, mitjancant la qual
s’introdueix un plasmidi o vector d’expressio dins d’'una cél-lula hoste. Aquest vector és una
molécula de DNA circular i petita, estable i facil de manipular i aillar que conté el gen de la
proteina d'interés que es vol sintetitzar. També conté alguns marcadors de seleccid, com
ara resisténcia a antibiotics per tal de poder seleccionar les cél-lules que han incorporat el
plasmidi (cél-lules transformades). La replicacid d'aquest plasmidi és independent del
cromosoma bacteria.

El plasmidi utilitzat conté el gen de la proteina HMGA1b(1-90), aixi com un gen que
confereix resisténcia a I'antibiotic ampicil-lina (gen Amp'). A la figura 5.2 es mostra un
esquema d’aquest vector.
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cDNA de
HMGA1b(1-90)

Promotor T7 f

Ndel BamHI

(-5kb) _amp'

Fig. 5.2: Esquema del plasmidi que conté el gen necessari de 'THMGA1b(1-90). El plasmidi conté
també el gen Amp' que conferira al bacteri resisténcia a I'antibiotic ampicil-lina.

Seguint 'esquema que apareix a la figura 5.1, el primer pas és la transformacié de la
cél-lula hoste, és a dir, introduir el plasmidi mencionat en una cél-lula hoste competent (v.
annex A.l: obtencié cél-lules competents). Aquesta ha de tenir la paret cel-lular
permeabilitzada per permetre I'entrada del plasmidi, una elevada velocitat de creixement
amb pocs nutrients i també ha de ser capac¢ d’incorporar i mantenir estable el material
genétic introduit al llarg de les diferents generacions. A més, és necessari que expressi de
forma correcta la proteina d'interés.

Les cél-lules hoste més comunes son: el bacteri Escherichia coli, algunes espécies de
Bacillus i el llevat Sacharomyces cerevisiae. La proteina HMGA1b(1-90) ha estat
expressada en la soca Rosetta (DE3) pLysS d’Escherichia coli.

La transformacidé no es portara a terme a totes les cél-lules hoste, donat que no és un
procés 100% efectiu. ElI gen que confereix resisténcia a I'ampicil-lina permet diferenciar
entre aguelles cél-lules que no hagin incorporat el plasmidi i aquelles que si s’han
transformat. Fent créixer les cél-lules en un medi de cultiu amb ampicil-lina s’aconseguira
que es multipliguin només aquelles que realment hagin incorporat el vector, gracies al gen
Amp' (v. figura 5.3).
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Fig. 5.3: Esquema del procés de transformacio i selecci6 dels bacteris transformats.
Figura extreta de: http://www.web-books.com/MoBio/Free/Ch9A.htm

Després de la transformacio i del cultiu en medi liquid amb ampicil-lina, es porta a terme la
induccié de 'expressié de la proteina a la cél-lula hoste. Per a aconseguir-ho s’utilitza IPTG
(isopropil-B-D-tiogalactosid) (v. figura 5.4), que é€s un analeg sintétic de la lactosa no
metabolitzable. Aquest inductor, mitjangant el bloqueig d’un factor repressor, permet que
s’inicii la sintesi de la proteina recombinant. Per a més informacio, veure 'annex A.2.

CH»>OH CH3
0 |
HO 5= CHCH3

OH

OH

Fig. 5.4: Estructura de I'lPTG

A continuacio, s’explica amb més detall el procediment seguit per a I'obtencié de la proteina
d’interés.
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5.3.1 Transformacid, induccio i expressio en un cultiu bacteria d’Escherichia
coli

Atencio: el procediment detallat a continuacidé s’ha de portar a terme en condicions
d’asépsia: a prop de la flama i amb material esteril.

Transformacio

1. Sobre 100 pl de cél-lules competents de la soca Rosetta(DE3)pLysS d’Escherichia
coli afegir 1 pl de la dissolucié de DNA plasmidic (aproximadament 0,1 pg/ul). Fer
també un control només amb cél-lules competents (100 pl).

2. Deixar entre 10 i 20 min en gel.
3. Xoc térmic: 5 min a 37°C al bany.
4. Deixar 2 min en gel.

Observacié: amb aquestes variacions de temperatura tan brusques
s‘aconsegueix facilitar I'entrada del plasmidi a les cél-lules competents.

5. Afegir 1 ml de medi LB sense antibiotics.

6. Incubar 1 hora a 37°C al bany.

7. Centrifugar durant 2 min a 4000 rpm a la microfuga. Els bacteris queden al fons.
8. Eliminar sobrenadant fins deixar aproximadament 100 l.

9. Resuspendre els bacteris i sembrar-los sobre una placa d’agar contenint LB + Amp
(50 pg/ml). Es el cultiu en medi solid.

10. Deixar O.N. a 37°C a l'estufa.

11. Al dia seglent, observar com han crescut colonies de bacteris a la placa de les
cel-lules transformades mentre que a la placa control no, ja que les cel-lules no
transformades no son resistents a 'ampicil-lina.

Observacio: si haguessin crescut colonies al control, s’hauria de repetir
I'experiment, per qué no es podria assegurar que les colonies de la placa de
transformaci6 fossin les que interessen.
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Cultiu en medi liquid

1.

Picar una colonia de bacteris transformats sobre un tub amb 3 ml LB +Amp (50
pg/ml).

Incubar a 37°C i agitacié (250 rpm) durant unes 6 hores (fins observar terbolesa al
tub).

Abocar el cultiu sobre 50 ml LB+ Amp (50 pg/ml).
Incubar a 37°C i agitaci6 (250 rpm) ON.

Induccié de I'expressié

Pas previ: atemperar el medi LB (posar al bany a 37°C).

1.

N o o M WD

Inocular suficient volum del cultiu anterior en 1 litre de LB + Amp (50 ug/ml) per a
assolir una DOgy= 0,1 —-0,2.

Incubar a 37°C i agitacié (250 rpm) fins DOgee = 0,6 — 0,7.

Induccié amb IPTG 1 mM.

Incubar a 37°C i agitacié (250 rpm) durant 3 hores.

Centrifugar a 4000 rpm durant 10 min a 4°C en un rotor SLA 3000.
Eliminar el sobrenadant.

Guardar el sediment (bacteris) a -80°C fins al seu processat.

Un cop comencada la induccié s’agafaran aliquotes a temps O h, 1’5 h'i 3 h per a

mesurar I'absorbancia i fer controls electroforétics del procés en gels SDS-acrilamida,

tal com es veura a 'apartat 5.4.3. Cada cop se segueix el procediment segtient:

a) Separar 1 ml per a mesurar la DOgg.

b) D’aquest volum, apartar una aliquota de 125 pl.

i) Centrifugar els 125 pl a 4000 rpm durant 5 min (microfuga).
ii) Eliminar el sobrenadant.

iii) Resuspendre el sediment en 30 ul de tampd de mostres per a electroforesi.

c) Guardar-ho tot a -20°C fins al desenvolupament de I'electroforesi.

Observacio: els medis de cultiu LB utilitzats en aquest protocol son els que es recullen a

l'annex A.3.
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5.3.2 Tractament del sediment bacteria

A continuacié, s’ha de tractar el sediment obtingut per a aconseguir la proteina expressada
a l'interior dels bacteris. El procediment seguit s’ha adaptat de [22]. Per a 1 litre de cultiu:

1. Resuspendre el sediment en 100 ml de HCIO, al 5% / Trit6 X-100 0,5% fred. Es fa
pipetejant continuament fins a obtenir una bona dispersio.

Deixar 30 min en gel com a minim, invertint de tant en tant.

Centrifugar a 10.000 rpm durant 10 min a 4°C (rotor SLA 3000, Sorvall).

Descartar el sediment.

a > W DN

Afegir acid tricloroacétic (TCA) al sobrenadant fins a una concentracio final del 25%
(33,3 ml). D’aquesta manera es fa precipitar la proteina (s’'observa una solucié amb
grumolls blancs).

6. Deixar en gel d'una hora fins a O.N., invertint de tant en tant.
7. Centrifugar a 10.000 rpm durant 15 min a 4°C (rotor GSA, Sorvall).

8. Descartar sobrenadant. El sediment de proteina precipitada por ser fluid, per tant,
s’ha d’anar amb compte a I'hora de decantar.

9. Resuspendre en 60 ml de H,0.

10. Afegir TCA fins a una concentracio final del 25% (20 ml).

11. Deixar 30 min en gel, invertint de tant en tant.

12. Centrifugar a 10.000 rpm durant 10 min a 4°C (rotos GSA, Sorvall).
13. Descartar el sobrenadant.

14. Rentar el sediment amb 60 ml d’acetona acidificada amb 10 mM HCI fred per
eliminar les restes de TCA. Es barreja amb una vareta de vidre.

15. Centrifugar a 10.000 rpm durant 10 min a 4°C (rotor SS34, Sorvall).

16. Descartar sobrenadant amb molt de compte. Millor fer-ho just en acabar de
centrifugar i amb I'ajut d’'una pipeta Pasteur.

17. Rentar el sediment amb 60 ml d’acetona freda (-20°C), amb l'ajut d’'una vareta de
vidre.

18. Centrifugar a 10.000 rpm durant 10 min (rotor SS34, Sorvall).
19. Descartar el sobrenedant amb compte.

20. Rentar sediment amb 60 ml d’acetona freda (-20°C).
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D’aquesta mostra s’agafa una aliquota per al control electroforetic, just abans del
pas 21.

a) Es pipetegen 300 ul de la mostra i s'aboquen a un eppendorf.
b) Es centrifuga a 13.000 rpm durant 5 min a la microfuga.
C) Es descarta el sobrenadant.

d) S’asseca al buit el sediment.

21. Centrifugar a 10.000 rpm durant 10 min (rotor SS34, Sorvall).
22. Descartar sobrenadant amb compte.
23. Assecar al buit el sediment.

24. El sediment es pot guardar en sec o bé redissoldre’l en el volum i tampé adient per
a la seva purificacio. Conservar a -20°C.

5.4 Purificacié cromatografica de la proteina

Amb el procediment anterior s’ha aconseguit obtenir la proteina, tot i que en aquest punt
encara conté impureses d’altres proteines d’origen bacteria. Per a poder realitzar els
assajos cristal-lografics, la proteina ha de ser el més pura possible. Amb aquesta finalitat,
s’han executat dos tipus de cromatografies: primer una cromatografia de bescanvi ionic i,
tot seguit, una de gel-filtracio.

5.4.1 Cromatografia de bescanvi ionic

La cromatografia és una técnica mitjancant la qual es pot separar una barreja de
components dissolts en una fase mobil que es desplacen amb diferents velocitats a través
d’una fase estacionaria, la qual pot ser solida o liquida.

En el cas de la cromatografia de bescanvi ionic la matriu que exerceix de fase estacionaria
pot ser un polimer sintétic (resina) o un polimer natural. Aquest suport conté grups
carregats que interaccionen electrostaticament amb els ions de carrega oposada de la fase
mobil.

Si és una cromatografia de bescanvi anionic, la matriu té grups funcionals carregats
positivament que interaccionen amb els contraions (anions en aquest cas) de la fase mobil.
D’altra banda, si és una cromatografia de bescanvi cationic, la matriu té grups funcionals
carregats negativament i interacciona amb els cations de la fase mobil (v. figura 5.5).
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Fig. 5.5: Esquema de la cromatografia de bescanvi idnic.
Figura extreta de: http://www.docstoc.com/docs/3248423/CROMATOGRAF%C3%8DA-DE-
INTERCAMBIO-1%C3%93NICO.

La proteina HMGA1b(1-90) és una proteina amb carrega neta positiva, per tant, s’ha
utilitzat la cromatografia de bescanvi catidonic. S’ha utilitzat la matriu de carboximetil
cel-lulosa CM-52 (Whatman). L’equip utilitzat és el BioLogic LP (Biorad) amb el col-lector de
fraccions FC 204 (Gilson).

Com a pas previ a la cromatografia cal empaquetar la matriu dins d’'una columna de vidre,
generalment, seguint les instruccions de la casa comercial. La columna ha de tenir a
I'extrem inferior un filtre permeable que sigui capag¢ de retenir la matriu perd deixar que
flueixi la fase mobil. Aquesta darrera sera impulsada a través de la fase estacionaria
mitjancant una bomba peristaltica que assegura un flux constant.

La cromatografia consta de les etapes seglents:

1. Equilibrat de la fase estacionaria. En aquesta etapa els grups amb carrega de la
matriu estan units als contraions (cations en el cas d’estudi).

2. Introduccié de la mostra a la fase estacionaria i rentat. La mostra s’ha de
preparar préviament en el tampd d’equilibrat de la columna. Cal centrifugar la
mostra abans d’introduir-la per evitar carregar possibles restes de material insoluble
que podrien obstruir la columna. Durant aquesta etapa la proteina d’interés, que té
carrega neta positiva, desplacara els contraions presents a la fase estacionaria i
s’unira a la matriu. Altres proteines carregades positivament també poden unir-se a
la matriu, mentre que les que tenen carrega neta negativa seran eluides durant el
rentat.

3. Eluci6 de les proteines unides a la matriu (recuperacié de la proteina). Hi ha
dues estratégies possibles per a aconseguir-ho: per canvis de pH o per forca ionica.
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Tot i aixi, la més utilitzada és la darrera. Si es fan passar diferents solucions amb
concentracions creixents del contraid, s’aniran eluint primer les proteines menys
carregades i, finalment, les més carregades (que seran les que quedin més
fortament unides a la matriu).

En acabar la cromatografia cal re-equilibrar la columna passant, com a minim, 10 volums
del tampd d’equilibrat per cada volum de matriu empaquetada a la columna, per tal de
poder reutilitzar-la.

El contrai6 que competeix amb la proteina HMGA1b(1-90) és el sodi. Els tampons utilitzats
son:

e Dissolucié d’equilibrat: 50 mM NaCl, 25 mM Tris, pH=7.

e Solucions d’eluci6: concentracions creixents de NaCl (des de 50 mM fins a 1 M).
Aquestes es poden aconseguir de dues formes diferents: gradualment (gradient
continu) o bé de forma esglaonada (gradient isocratic). En aquest treball s’han
utilitzat ambdues estrategies, la primera per aconseguir separar soluts que
tendeixen a sortir en un interval de concentracions d’eluents propera, mentre que el
gradient isocratic és Util per a separar altres contaminants.

Un cop s’ha introduit la mostra a la columna, es recull el volum eluit en fraccions utilitzant
un col-lector de fraccions automatic, el qual es programa per a qué cada fraccié contingui
un volum determinat.

Posteriorment, es llegeix I'absorbancia de les fraccions recollides a tres longituds d’ona
diferents:

e 220 nm (on absorbeix I'enlla¢ peptidic entre els aminoacids de les proteines).

e 260 nm (on absorbeixen els acids nucleics. Serveix per controlar si hi ha o no
contaminacio6 per part d’acids nucleics).

e 276 nm (on absorbeixen les proteines que presenten aminoacids amb grups
aromatics).

Per ultim, les fraccions que presenten pics d'absorbancia a 220 nm s’analitzen
electroforeticament (v. apartat 5.4.3). D’aquestes, només les que presentin la proteina
d’interés seran reunides i dialitzades al moment (v. apartat 5.4.4) o bé conservades a
-20°C fins al seu Us.
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5.4.2 Cromatografia de gel filtracio

La cromatografia de gel filtracié o d’exclusi®é molecular s’ha utilitzat per a repurificar les
fraccions riques en HMGA1b(1-90) obtingudes amb la cromatografia de bescanvi ionic, un
cop dialitzades i concentrades (v. apartats 5.4.4 i 5.4.5).

Aquesta técnica permet la separacié de les molécules en funcié de la seva massa
molecular. En aquest cas, la matriu que exerceix de fase estacionaria és un gel composat
per esferes poroses. Les molecules amb una mida inferior al porus de les esferes poden
entrar dins els porus amb una certa facilitat i, per tant, es retarda la seva elucié. D’altra
banda, les molécules majors que els porus de les esferes, en no poder penetrar-hi, elueixen
més rapidament. Aixi s’aconsegueix separar les molécules segons la seva massa
molecular, recuperant primer les més grans i, en Ultima instancia, les més petites.

La figura seglient mostra un esquema del que succeeix durant una cromatografia de gel
filtracio.

= =— HMaolecule
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el beads have pores in EOI:DOE OOOO

thein of a defined size range
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excludes molecules larger H H

than the pore diameters.

Fig. 5.6: Esquema de la cromatografia de gel filtracié.
Figura extreta de: http://www.sci.sdsu.edu/TFrey/Chem365/Proteins/ProteinsChem365.html

La mida dels porus de cada gel determina el rang de fraccionament de la fase estacionaria.
La columna utilitzada per a purificar la proteina HMGA1b(1-90) és la Superdex 75 10/300
GE de Healthcare amb un rang per separar proteines de 3.000 - 70.000 Da. L’equip utilitzat
és 'AKTA Purifier 10 GE de Healthcare.

Les etapes de la cromatografia de gel filtracié sén similars a les de la cromatografia de
bescanvi ionic. La diferencia fonamental en aquestes etapes és que només és necessaria
una unica dissolucio, que s’utilitza tant per I'equilibrat de la columna com per a I'elucié.

il

@
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Durant el desenvolupament de la columna, el propi equip fa lectures d’absorbancia a 220,
260 i 280 nm de cada fraccié recollida.

Igual que anteriorment, es fara una analisi electroforética de les fraccions que presentin un
pic a 220 nm, i es conservaran les que tinguin una fracci6 més pura de proteina
HMGA1b(1-90).

5.4.3 Analisi electroforetica en gels de poliacrilamida

L’electroforesi és una técnica que permet separar molécules carregades, com per exemple
proteines o acids nucleics, en ser sotmeses a un camp electric. La velocitat de migracio (v)
dependra de la forca del camp eléctric (E), la carrega neta de la substancia (z) i d’un factor
de friccié (f), que es relacionen amb I'expressio seglent:

E-z
vV=——
f

(Eq. 5.3)

En aquest cas, les proteines es faran desplagar a través d’'un gel de poliacrilamida. EI camp
eléctric és generat mitjangant una font de tensié que produeix una diferencia de potencial
entre dos eléctrodes (catode i anode) situats en costats oposats d'una cubeta
electroforética. Les mostres es carreguen a la part superior del gel. La figura 5.7 mostra un

exemple de muntatge tipic d’electroforesi.
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Fig. 5.7: Muntatge per a I'analisi electroforeética.
Figura extreta de: http://www.sapd.es/revista/article.php?file=vol33_n3/03
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El gel de poliacrilamida és una malla entrecreuada de llargues cadenes de monomers
d’acrilamida amb N,N’-metilen-bisacrilamida. A major concentracié d’acrilamida, més dens
resulta 'entramat i aquest ofereix més resisténcia al pas de molécules, per tant, migraran
amb més dificultat.

Els radicals lliures d’oxigen, degut a l'accié dels ions persulfat, formen radicals lliures del
mondmer. Aquest fet provoca linici de la polimeritzacié. S'utilitzen algunes amines
terciaries, com ara el N,N,N’,N-tetrametilen-diamina (TEMED), com a catalitzadors
d’aquesta reaccio ja que poden induir la formacié de radicals lliures de persulfat. D’altra
banda, alts nivells d’oxigen poden inhibir la reaccid de polimeritzacié, per tant, s’ha
d’aconseguir una solucié desgasificada per aconseguir una correcta polimeritzacio.

Observaci6: Els monomers d’acrilamida son neurotoxics per absorcid cutania i/o inhalacio,
tant en pols com en dissolucié. Quan el gel ha polimeritzat, disminueix considerablement la
toxicitat, tot i aixi s’ha de vigilar perque poden quedar restes de monomer.

54.3.1 Electroforesi en gels de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE)

Aquest tipus d’electroforesi és el que més s’ha emprat en aquest projecte. S’ha utilitzat el
sistema discontinu de tampons introduit per Laemmli (1970) [23]. Els gels SDS-PAGE
tenen dues parts:

e La part empiladora (stacking). Aquesta part té un baix percentatge d’acrilamida, per
tant, no hi ha tanta resisténcia al pas de les molécules. Mentre recorren aguesta
primera part, s’organitzen per tamany en la part empiladora.

e La part separadora (resolving o running). Té un percentatge major d’acrilamida, per
tant hi ha més resisténcia al pas de les molécules. Es la fase en la que realment es
doéna la separaci6 entre les molécules amb diferent massa molecular.

El dodecil sulfat de sodi (SDS) és un detergent anionic capa¢ de desnaturalitzar les
proteines. Les revesteix i els hi confereix carrega neta negativa. Cada dos aminoacids
d’una proteina s’uneixen a una molécula de SDS, és a dir, hi ha 1,4 g d’'SDS per cada gram
de proteina, aproximadament. Aquesta unié és critica per a aconseguir una bona migracié
electroforética, per tant, a I'nora de preparar les mostres s’afegeix un excés de SDS i
s’escalfen a 100°C (el calor facilita la desnaturalitzacié de les proteines). També s’afegeix
SDS al tamp6 de mostres i al tamp6 de la cubeta, tal com es veura.

Un cop desnaturalitzades i carregades negativament degut a I'accié de I'SDS, totes les
molecules tenen una mateixa densitat de carrega. Per tant, al gel migraran cap al pol
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positiu (que es col-loca a la part inferior) amb una velocitat inversament proporcional a la
seva mida.

Muntatge i preparaci6 del gel

El primer que cal fer és preparar el gel, que es polimeritza en un motlle. El motlle esta
format per dos vidres, entre els quals hi ha col-locats uns separadors que determinaran el
gruix del gel (els més usats sén de 0,75 mm o bé 1,5 mm). Per a evitar pérdues, es segella
el conjunt amb una goma (tot excepte la part superior).

Quan esta preparat el motlle, i s’ha comprovat que no hi ha pérdues, es va preparant el gel
(v. solucions a la taula 5.2). Es comenga preparant la part inferior del gel. Quan ja esta feta
la barreja s’aboca rapidament entre els vidres fins el nivell desitjat. Rapidament, s’addiciona
una fina capa d'isopropanol que té dues funcions: d’'una banda evita el contacte de la
barreja amb I'oxigen (que tal com s’ha comentat abans pot inhibir la reaccid) i d’altra banda
s’aconsegueix que quedi una interfase plana. Un cop s’ha polimeritzat, es retira
I'isopropanol, es neteja amb aigua i s’asseca amb paper de filtre.

Tot seguit, es pot preparar la part superior i abocar-la al motlle. Un cop abocada, posarem a
la part superior una pinta amb igual gruix que els separadors. Les dents d’aquesta pinta
determinaran el nimero de mostres que es podran carregar al gel. Quan ja hagi
polimeritzat, s’haura de retirar la pinta per a poder carregar les mostres.

Un cop s’ha acabat el gel, es col-loca a la cubeta electroforética, a la que s’ha afegit
préviament el tampo d’electroforesi (v. taula 5.3).

En aquest punt es poden carregar les mostres preparades i desenvolupar I'electroforesi.
Habitualment, es porta a terme amb un voltatge constant entre 100-130 V.

Preparacio de la mostra

Les mostres de proteina es preparen barrejant-les amb el tampd de mostres (v. taula 5.4).
Aguest tamp6 conté, entre altres, un colorant que serveix per a poder visualitzar la
migracid. Se li afegeix també un agent reductor per a desfer enllacos per ponts de disulfur, i
glicerol per a donar densitat a la barreja.

Tal com s’ha comentat, per tal de facilitat la unié6 de 'SDS amb les proteines cal bullir la
mostra, entre 3 i 6 min, abans de carregar-la al gel.
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La quantitat de proteina carregada, per poder-la detectar, ha de ser de I'orde de 1-20 pg.
S’ha d’injectar amb una xeringa Hamilton.

Quan el front de migracié (la banda de colorant) es troba a 1 cm aproximadament del final,
es pot finalitzar I'electroforesi.

Deteccit6 de les proteines

Quan s’acaba I'electroforesi, se separa el gel del motlle i es tenyeix per a poder visualitzar
les proteines. S'utilitza la tincié amb blau de Coomassie, isopropanol i acid acétic que fixa
les proteines al gel i permet la seva tincio.

A tal efecte, es submergeix el gel en la soluci6 de colorant (taula 5.5) i es manté en agitacié
durant una hora aproximadament. Passat aquest temps, tot el gel esta tenyit d'un blau
intents per tant cal destenyir-lo per a eliminar I'excés de colorant. Se submergeix en una
solucié destenyidora (taula 5.5) i es deixa agitant durant tota una nit. Al dia seguent
s’observa un gel transparent amb tot un seguit de bandes blaves, que es corresponen amb
les bandes de proteina.

Conservacio dels gels

Els gels es poden conservar si s’assequen bé. Per aconseguir-ho, s’humiteja una capa de
paper de cel-lofana i es cobreix un vidre amb ella. Tot seguit, es col-loca el gel a sobre i es
folra amb una altra capa de paper de cel-lofana humit, procurant que no quedin bombolles.
Se subjecta amb unes pinces i es deixa assecar un parell de dies.

A continuacié es troben les taules on s’especifica la composicidé de cadascuna de les parts
dels gels SDS-PAGE, aixi com la dels diferents tampons mencionats.

e Gel de poliacrilamida-SDS:

e Solucié A: acrilamida 30%, bisacrilamida 0,8%.
e Solucié B: 1,5 M Tris-HCI, pH= 8,8.
e Soluci6 C: 10% SDS.

e Solucié D: 0,5 M Tris-HCI, pH=6,8.
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Separador Empilador

Reactiu (Acrilamida 15%, Bisacrilamida 0,4%, (Acrilamida 6%, Bisacrilamida 0,16%,
0,375 M Tris, 0,1% SDS) 0,125 M Tris, 0,1% SDS)

Solucio A 5ml

Solucio B 2,5 ml --
Solucié C 100 pl 30 pl

Solucié D - 0,75 ml

H,O 2,3ml 1,59 ml
TEMED 4,5 pl 3l
PSA 10% 75l 30 pl

Taula 5.2: Recepta dels gels de poliacrilamida-SDS, tant de la part inferior (separador) com de la part
superior (empilador) per a un gel de 8 x 8,5 cmi 1,5 mm de gruix.

e Tampo de cubeta per a electroforesi

Tris

Glicina

SDS

Taula 5.3: Composicié del tampo de cubeta per a gels electroforeétics d’acrilamida-SDS. Habitualment
es prepara una solucié 5x i es dilueix fins a obtenir la solucié 1x utilitzada per a I'electroforesi.
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e TampO de mostres

Reactiu 4x (10 ml) Concentracio 1x

Tris 2 M pH=6,8 1,25 ml

Glicerol 4 mi 10%

IDN) 08¢ 2%

2-mercaptoetanol 2mi 5%

Blau de bromofenol Punta d’espatula =

Taula 5.4: Composici6 del tamp6 de mostres per a electroforesi en gels de poliacrilamida-
SDS.

e Solucié de tincid i soluci6 destenyidora
Solucio tenyidora Solucié destenyidora

Reactius Per 2 litres Concentraci6 Per 2 litres Concentraci6

Isopropanol 25%

Acid acétic 200 mi 10% 200 ml 10%

Blau de Coomassie G-250 59 0,25% = -

Taula 5.5: Composicid de la soluci6 de tincio i de la solucié destenyidora per a gels de
poliacrilamida-SDS.

5.4.3.2 Electroforesi en gels de poliacrilamida — acid acetic-urea (AU-PAGE)

Panyim i Chalkley (1969) [24] van desenvolupar aquest tipus d’electroforesi que s'utilitza
habitualment per a separar proteines molt basiques. Es combina la urea amb medis acids,
on les proteines basiques se solubilitzen molt facilment. La urea interfereix amb les
interaccions hidrofobiques de les proteines, i, en funcié de la concentracié d’'urea utilitzada,
les desnaturalitza totalment o parcialment.

Aquest tipus de gels només consten d’'una part (v. taula 5.6) i la migracio es déna en funcio
de la carrega i la mida. El colorant de migracio, en aquest cas, és el verd de metil (v. taula
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5.7) i el tampd de cubeta és una solucié al 5% d’acid acétic. La solucio de tincio i la solucio
destenyidora es mostren a la taula 5.8.

e Gel de poliacrilamida-acid acétic-urea:

Gel (12 ml)
Reactiu (Acrilamida 15%, Bisacrilamida 0,1%, Acid Acétic 5,37%,
Urea 2,5 M)

Acrilamida 30%,
Bisacrilamida 0,2%

Acid aceétic 43%

Urea 10 M

H,O

Tiourea

Taula 5.6: Recepta dels gels de poliacrilamida-acid acétic-urea, gel petit (12 ml) 1,5 mm de gruix.
e Tampo de mostres

Reactiu Concentracid 1x

Urea

Acid Acétic

Glicerol

B-mercaptoetanol

Verd de metil

Taula 5.7: Composici6é del tamp6 de mostres per a electroforesi en gels de poliacrilamida-acid
acetic-urea.
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e Soluci6 de tincio i solucio destenyidora:

Reactius Solucio tenyidora Solucioé destenyidora

Metanol 500 ml 1l

Acid acétic 100 ml 200 ml

Blau de Coomassie G-250 2,759 -

Taula 5.8: Composici6 de la solucié de tincid i de la solucié destenyidora per a gels de
poliacrilamida-acid acétic-urea.

5.4.4 Dialisi

Es una técnica emprada per a modificar la dissolucié en la qual es troba la proteina,
generalment s’'usa per a dessalar les mostres.

El material necessari és una bossa de membrana semipermeable. El porus d’aquesta
membrana és tal que permeti el pas de les sals cap a I'exterior de la bossa, pero la proteina
guedi retinguda dins. Per tant, la massa molecular de la proteina determina el porus de la
membrana que s’ha d'utilitzar. En aquest treball s’ha utilitzat una membrana de la casa
Spectra/Por ® (Spectrum®) amb un limit de massa retinguda de 6-8.000 (MWCO, de
molecular weight cut off).

Es tracta d’introduir les mostres en les bosses i submergir-les en un recipient que contingui
la nova dissolucio (v. figura 5.8) i amb agitacié durant unes 4 o 5 hores (temps a partir del
qual se suposa que s’ha arribat a I'equilibri). Passat aquest temps es canvia la dissolucio
del recipient per una altra de nova. Aquest procediment es repeteix dues o tres vegades
més abans de donar per finalitzada la dialisi. Per tal d’evitar la degradacié de la proteina, la
dialisi es porta a terme a 4°C.
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Fig. 5.8. Esquema del procediment de la dialisi.
Figura extreta de: http://www.tirsoferrol.org/ciencias/02_Agua%20y%?20sales¥%20minerales.html
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Per a fer el muntatge s’ha seguit el procediment seguent:
o Es tallen les bosses d’'una mida suficient, d’acord amb el volum de cada mostra
proteica a dialitzar.
e Es submergeixen en aigua desionitzada durant uns 20 min per tal que s’hidratin.

e Passat aquest temps, s’agafa una de les bossetes i es neteja amb aigua milliQ per
dins. Es posa una pin¢a especial de la casa Spectrum en un dels extrems, deixant
un petit marge al final. S‘'omple la bosseta amb la mostra que li correspon, es tanca
l'altre extrem amb una altra pinga, i S’introdueix en un recipient que contingui el
tamp6 de dialisi.

e Es repeteix el procediment amb la resta de mostres.

e Un cop preparat tot, es porta a 4°C, i s’inicia I'agitacio.

El tampd de dialisi emprat ha estat el tampé utilitzat en la cromatografia de gel-filtracio.

5.45 Concentracio de les fraccions

Les mostres de proteina HMGA1b(1-90) pura no sén prou concentrades com per a poder
portar a terme els assajos cristal-lografics. Per tant, abans de poder fer les gotes, cal
concentrar-les. Les fraccions guardades de la cromatografia de bescanvi ionic, abans de
ser repurificades amb la cromatografia de gel-filtracié, també es concentren per a evitar la
purificacié d’'un volum excessiu de mostres.

En funci6 dels diferents volums de mostra de partida i tenint en compte la massa molecular
de la proteina, s’han utilitzat diferents tipus de concentradors:

e Centriplus YM3: té capacitat per a carregar fins a 10 ml de mostra. MWCO: 3.000.
e Vivaspin 6: té capacitat per a carregar fins a 6 ml de mostra. MWCO: 3.000.

e Vivaspin 4: té capacitat per a carregar fins a 4 ml de mostra. MWCO: 5.000.

Observacio: la massa molecular de 'THMGA1b(1-90) és aproximadament 8.700 Da. Segons
les instruccions del concentrador, el MWCO ha de ser com a maxim un 50% inferior a la
massa molecular de l'especie d'interes i, per tant, el més recomanable és utilitzar els de
MWCO de 3.000 Da.
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Fig. 5.9: VIVASPIN 4 (esquerra) i VIVASPIN 6 (dreta).
Figures extretes de http://www.vivaproducts.com/centrifugal-filtration/vivaspin-4.html i de
http:/ww.biomart.cn/infosupply/1053252.htm

Fig. 5.10: Centriplus YM3 MWCO 3.000 Da.
Figura extreta de: http://www.reiss-
laborbedarf.de/?seite=shop&shop_unterseite=artikeldetail&navi_shop=215&artgr_nr=274&artikel_id=974039

Aquests concentradors permeten la concentracié i purificacié de les mostres a través
d’'unes membranes mitjangant la centrifugacio.

El primer que cal fer és hidratar la membrana del concentrador. Seguidament, s’hi
introdueix la mostra per a centrifugar al reservori. La forga centrifuga propulsa a través de
la membrana el solvent i les molécules de baix pes molecular fins al vial de filtrats. La
proteina, en canvi, queda retinguda al reservori, ja que té una massa molecular superior al
MWCO de les membranes dels concentradors. S’anira reomplint el reservori de mostres i
centrifugant fins a arribar al volum final desitjat, moment en el qual es recupera la mostra.

El procediment seguit és el que es detalla a continuacio:

e Hidratar la membrana del concentrador: s’introdueix un volum del tampé en el qual
es troba la mostra proteica al reservori de mostres del concentrador (4, 6 0 10 ml en
funci6é de cada concentrador) i es centrifuga a la velocitat especificada pel proveidor



http://www.vivaproducts.com/centrifugal-filtration/vivaspin-4.html
http://www.biomart.cn/infosupply/1053252.htm
http://www.reiss-laborbedarf.de/?seite=shop&shop_unterseite=artikeldetail&navi_shop=215&artgr_nr=274&artikel_id=974039
http://www.reiss-laborbedarf.de/?seite=shop&shop_unterseite=artikeldetail&navi_shop=215&artgr_nr=274&artikel_id=974039
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durant el temps necessari per a que es filtri, com a minim, una mica més de la
meitat del volum inicial.

e Mentrestant, es centrifuguen les mostres a 7.500 rpm durant 10 min a 4°C.

e Un cop hidratada la membrana, es buida el concentrador, tant el reservori de
mostres com el vial de filtrats.

e Rapidament, s’'omple el reservori de mostres amb la mostra a concentrar,
préviament centrifugada.

e Es centrifuga a una velocitat lleugerament inferior a la maxima especificada per a
cada tipus de concentrador, fins que la major part de la mostra inicial ha passat al
vial de filtrats.

e Esrecupera el filtrat, es reomple el concentrador i es torna a centrifugar.

e Un cop s’arriba al volum final de mostra desitjat, es procedeix a recuperar la mostra
concentrada. Aquest punt és diferent en funcio del tipus de concentrador utilitzat:

o Si el concentrador és el Centriplus: girar el concentrador i acoblar el tub
recollidor de concentrat. Centrifugar a 2000 g durant 3 min (rotor HFA,
Thermo Scientific). Aliquotar el volum recuperat.

o Si el concentrador és el Vivaspin: pipetejar directament del reservori de
mostres el volum restant, anant amb molta cura. Aliquotar el volum
recuperat.

5.4.6 Determinacio de la concentraci6 de la proteina

Per a calcular la concentracié de la proteina, es mesura I'absorbancia a 220 nm i també
s'utilitza la llei de Lambert-Beer (v. apartat 5.1). En aquest cas, el factor d’extincié que

s'utilitza és el de la proteina HMGA1b (€,0nm=6,37 ml/mg-cm) (Reeves i Nissen [22], p.

163). Aquest factor indica que, si es mesura 'absorbancia a 220 nm d’'una solucié 1 mg/ml
de la proteina, el resultat obtingut seria 6,37.

Per a llegir les absorbancies de les mostres ja concentrades, el primer que cal és fer el
blanc amb 800 ul del tampd al que es troben les proteines dissoltes. S’afegeix a aquest
volum 1 pl de la mostra concentrada, s’homogeneitza bé i es llegeix I'absorbancia. Tot
seguit, s’afegeix un altre microlitre de mostra i es torna a llegir 'absorbancia. Es calcula la
concentracio de les dues dilucions i es fa un promig.
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5.5 Assajos cristal-lografics

Tal com s’ha comentat, la proteina HMGA1b(1-90) no presenta cap estructura definida
guan es troba en dissolucié, només adquireix un cert tipus d’estructura quan interacciona
amb el DNA. Per tal de conéixer I'estructura tridimensional d’aquesta proteina, s’hauran
d’obtenir cristalls del complex que formen la proteina amb oligonucledtids rics en adenines i
timines.

D’altra banda, també s’intentara obtenir co-cristalls d’un péptid sintétic (amb una seqiiéncia
corresponent a la del tercer AT-hook de la proteina) amb un oligonucleotid ric en adenines i
timines.

5.5.1 Fonaments de la cristal-litzaci6

Per a conéixer I'estructura tridimensional d'una molécula mitjangant la difraccio de raigs X,
cal obtenir-ne primer cristalls de suficient qualitat. En aquest cas, cristalls de proteina (o
péptid) amb DNA. Cal doncs l'obtencié de proteina abundant i molt pura per a poder
realitzar els assajos cristal-lografics.

Un cop obtinguts els primers cristalls, cal optimitzar-los. A continuacié, amb la difraccié de
raigs X s’obté un diagrama de difraccié que eventualment dona lloc a un mapa de densitat
electronica. El posterior refinatge de les dades permetra finalment la deduccié de
Pestructura tridimensional de la molécula o complex estudiats. Es d’esperar que una analisi
exhaustiva d’aquest model tridimensional permeti un enteniment de la funcié de la proteina
estudiada. Aixi, s’espera poder estudiar les interaccions que es donen entre els AT-hooks
de la proteina HMGA1b(1-90) i les zones riques en A i T del DNA i esbrinar el perque de
I'afinitat entre aquests dos elements.

Un factor a tenir en compte és que els cristalls de qualsevol substancia es produeixen a
partir d’'una solucié sobresaturada, mitjangant I'addicié ordenada de molécules de solut a un
nucli inicial de cristal-litzacié. En el cas estudiat, s’"aconsegueix una sobresaturacié quan la
quantitat de complex proteina-DNA dissolt és major del que accepta la solucié en el punt de
saturacio. Per tant, I'objectiu és 'obtencié d’'una solucié sobresaturada a la qual es generin
uns quants nuclis de cristal-litzacié, que seran l'inici dels cristalls. Interessa que hi hagi pocs
nuclis i que els cristalls que surtin siguin grans i ben ordenats.

D’altra banda, si la concentracié del complex proteina-DNA sobrepassa de forma excessiva
el punt de saturacid, la solucié passa de ser metaestable a ser inestable. Es especialment
negatiu si es supera molt bruscament aquest limit, ja que es produeix la precipitacié del
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complex en forma d’agregats amorfs, no ordenats, inadequats pels estudis de difraccio. Per
aquest motiu, la sobresaturacio s’ha d’aconseguir molt a poc a poc, superant lleugerament
la frontera d’'una soluci6 metaestable cap a una solucio inestable. Aixi doncs, I'objectiu és
generar uns pocs nuclis de cristal-litzacié i que el solut en excés sigui segrestat, de forma
lenta i ordenada per a engrandir els cristalls naixents, evitant la producci6é de nous nuclis de
cristal-litzacio o la precipitacido desordenada en forma de masses amorfes (v. figura 5.11).
L’estrategia més utilitzada per a aconseguir-ho consisteix en afegir a una solucié
concentrada del complex proteina-DNA substancies que disminueixin la seva solubilitat,
generalment disminuint gradualment la quantitat de solvent.

A
I
SUPERSATURATION
s
8
8
8 -
O -
§ Solubility Curve
. Metastable zone
&
UNDERSATURATION

Concentration of precipitating agent

Fig. 5.11: Diagrama del procés de cristal-litzacié. S'observa la zona metaestable, la de nucleacié i la
de precipitacié. S’ha d’aconseguir passar de la zona metaestable a la zona de nucleacié lentament per
a formar nuclis de cristal-litzaci6. Figura extreta de:
http:/iwww.xray.bioc.cam.ac.uk/xray_resources/whitepapers/xtal-in-action/node3.html

Cal comentar que el procés de cristal-litzacié no és sempre senzill, molt sovint es necessita
un elevat nombre d’assajos per tal d’obtenir un cristall suficientment bo com per a poder ser
estudiat. També s’ha de tenir en compte que, per tal d’obtenir un bon cristall, és necessari
un grau molt elevat de puresa i dhomogeneitat de la mostra, ja que els cristalls sén
basicament repeticions d’unitats iguals. Aquesta uniformitat és dificil d’aconseguir, degut a
qgué les proteines poden presentar diferents conformers coexistents a la mostra, alguns
d’ells originats per alteracions durant el procés de purificacio, i també poden presentar
modificacions postraduccionals.
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5.5.2 Condicions per ala cristal-litzacio

Per tal d’aconseguir un bon cristall, hi ha tot un seguit de consideracions que cal tenir en
compte:

Requisits de la proteina i del complex proteina-DNA

e Concentraci6 elevada i gran quantitat de mostra. Per arribar a la sobresaturacié és
necessari que tant I'oligonucleotid com la proteina de partida estiguin a una elevada
concentracio. En el cas de la proteina, la mostra es concentra amb ultra-
centrifugacio (v. apartat 5.4.5). S’aconsegueix que l'oligonucledtid estigui for¢a con-
centrat dissolent-lo en poc volum d’aigua. S’ha de partir d’'una gran quantitat de
mostra per a poder portar a terme els nombrosos assajos cristal-lografics
necessaris per a obtenir cristalls.

e Puresa de la mostra. Les impureses poden limitar la mida dels cristalls, dificultant el
creixement dels mateixos, o introduir irregularitats que disminueixin la qualitat dels
cristalls. Es per aixd que les mostres han de ser tan pures com sigui possible. Per a
determinar la puresa de les mostres proteiqgues s'utilitzen les analisis
electroforetigues (v. apartat 5.4.3), mentre que la puresa de les mostres
d’oligonucledtids ve garantida pel proveidor que els subministra (Institut Pasteur).

e Homogeneitat de la mostra. També és un factor molt important. Les heterogeneitats
poden ser intrinseques de la mostra, o bé poden estar provocades durant la seva
manipulacié experimental. S’ha d’evitar sotmetre a les mostres de proteina i de DNA
a tractaments bruscos que podrien induir heterogeneitats.

o Estabilitat. S’ha de garantir al maxim possible I'estabilitat tant de la proteina com del
DNA durant els assajos cristal-lografics, per aixo es treballa a baixes temperatures i
en condicions d’asépsia sempre que es pugui. Més enfocat en la conservacié del
DNA, és recomanable que les mostres d’oligonucledtids es trobin dissoltes en
25 mM del tampd6 cacodilat sodic (NaCac), que dificulta la degradacié de la mostra
per part de bacteris i fongs (degut a la preséncia d’arsénic a la molécula, v. figura

5.12).
0
|
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Fig. 5.12: Molecula del cacodilat sodic.
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Factors que afecten a la solubilitat del complex

Per arribar a la sobresaturaci6 de la mostra s’ha d’anar augmentant paulatinament la
concentracio del complex proteina-DNA mitjangant I'eliminacié d’aigua i introduint canvis
gue disminueixin la seva solubilitat. Normalment, els factors que es manipulen a tal efecte
son els seguents:

¢ Eliminacié d’aigua per evaporacio.
e Canvis de pH.
e Canvis de temperatura.
e Baixa/alta forga idnica.
e Precipitants polimérics, com ara el polietilenglicol (PEG).
¢ Dissolvents organics:
o No volatils, com ara el metilpentanodiol (MPD).
o Volatils, com ara etanol, isopropanol...
e Lligands especifics.
Per acabar, cal trobar una relaci6 adequada de concentracions entre la proteina

HMGA1b(1-90), o el péptid sintétic d’estudi, amb l'oligonucleotid. Aquesta relacié pot ser
decisiva per a la unié entre la proteina (o el péptid) i I'oligonucleotid.

5.5.3 Metodologies de cristal-litzacié

Tot i que existeixen diversos metodes de cristal-litzacid, com ara el sembrat, la microdialisi i
les técniques miniaturitzades que fan servir olis o silicona, la técnica de cristal-litzacié6 més
emprada és la difusi6 de vapor. Aquest metode consisteix a preparar una petita gota
(normalment 4 o 5 pl) que conté la solucié del complex proteina-DNA i la solucié de
cristal-litzacio. Aquesta gota es manté dins d’'una camera hermeética formada per en un
reservori que conté un volum molt major de precipitant (800-1000 ul) a una determinada
concentracio, sense que la gota i la solucié del reservori entrin en contacte. La pressio de
vapor d’aigua és molt major a la gota que al reservori, per tant, la gota va perdent poc a poc
aigua fins que s’igualen les concentracions de precipitant al reservori i a la gota.

Existeixen basicament dues modalitats d’aquesta técnica: la gota penjada i la gota
asseguda (v. figura 5.13).
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Fig. 5.13: Esquema de cristal-litzacié per difusié de vapor amb gota penjada (A) i amb gota asseguda
(B). Figura extreta de: http://mww.ask.com/wiki/Laue_method.

En aquest projecte s’ha utilitzat la técnica de la gota penjada en capsules ETS (Caubere,
Franca) (v. figura 5.14). Consisteix a dipositar la gota (que conté el complex, el tampo i
altres elements, si s’escau) sobre la tapa de la capsula, mentre que a la part inferior de la
capsula (el pou) s’aboca la de solucié precipitant. Tot seguit, s’inverteix la tapa de la
capsula per a tancar herméticament la capsula.

— %
)
—

Fig. 5.14: Capsula ETS.

Per aconseguir les condicions optimes de cristal-litzacié és necessari fer un gran nombre
d’experiments variant els factors de cristal-litzacié explicats a I'apartat 5.5.2. Perseguint
aquest objectiu s’han dissenyat estratégies de mostreig amb les que s’explora tot I'espai de
cristal-litzaci6. Existeixen diferents empreses que comercialitzen aquestes matrius de
recerca. Les que s’han utilitzat, generalment, sén les matrius Jancarik i Kim [25], que han
estat comercialitzades per la casa Hampton Research. Més concretament, s’han utilitzat
alguns tampons Natrix-HR2-116 d’aquesta casa comercial (v. annex A.4), que contenen
diferents condicions salines, precipitants polimerics i solvents organics, també a diferents
pHSs.

La temperatura de treball s’ha mantingut a 4°C, ja que els parells de bases ATs tenen
només dos ponts d’hidrogen, i es desestabilitzen faciiment a temperatures superiors a
25 °C. El factor que s’ha modificat per a variar la solubilitat del complex proteina-DNA (o bé
péptid-DNA) i aixi intentar obtenir cristalls és la concentracié de precipitant del pou. En
alguns casos, també s’ha modificat la concentracié salina del pou (afegint NaCl).
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La formacié de cristalls es detecta mitjangant la microscopia amb llum polaritzada. Les
capsules es van observant periodicament (normalment dos cops per setmana), per detectar
possibles canvis. Els cristalls que interessen per a la difraccié amb raigs X son aquells que
tenen alta birrefringéncia, son uniformes i amb els costats rectes i sense esquerdes.

Quan es forma un cristall prou bo per a poder ser difractat es congela. A tal efecte, s’agafa
el cristall amb un loop, format per un lla¢ de nilé6 molt fi, i es submergeix en nitrogen liquid.
Aquest fil esta unit a la cara interior de la tapa d’'un vial (v. figura 5.15). Es conserva dins del
vial ple de nitrogen liquid, inserit en una canya (que pot allotjar diferents vials) i tot plegat,
dins d’un diposit amb nitrogen (anomenat Dewar) fins a la seva difraccio.

P

Puck

submerged Vial with
in LN,
Déwar magnetic

rim
- >
'/ \.’/ 7’ \._I
LN,

\

Fig. 5.15: Esquema del procés de congelaciéo amb el detall d’'un loop. Figura extreta de:
http://www.ruppweb.org/Garland/errata.htm.
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5.6 Difraccio de raigs X

Els raigs X son una radiacid electromagnética amb una longitud d’ona entre 0,5 i 2 A,
longitud comparable a la distancia interatomica de les molécules estudiades.

La cristal-lografia de raigs X €s una de les tecniques fisiques més potents per a la resolucié
de problemes estructurals de la matéria solida ordenada. Un estudi estructural
correctament realitzat és capa¢ de proporcionar una fotografia tridimensional a escala
atomica del material cristal-litzat. La figura 5.16 mostra un esquema del procés que s’ha de
seguir.
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Fig. 5.16: Esquema del procés que cal sequir per a obtenir l'estructura tridimensional d’una molecula
mitjancant cristal-lografia de raigs X. (1) MIR, MAD i MR so6n diferents métodes per tal de resoldre el
problema de les fases (v. apartat 5.6.3). Figura extreta de:
http://iwww.xtal.igfr.csic.es/Cristalografia/index.html.

A continuacié es parlara d’alguns conceptes importants, aixi com del procés de difraccid
amb raigs X i del tractament de les dades obtingudes.
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5.6.1 Conceptes previs

L'estat cristal'li de la materia és el de major ordre. Els materials cristal-lins tenen una
estructura interna ordenada com una xarxa tridimensional a la qual es repeteix, mitjancant
operacions de translacié, una unitat geométrica simple. Hi ha tres elements que permeten
definir correctament aquesta xarxa: la unitat asimeétrica, la cel-la unitaria i el grup espacial.

Unitat asimétrica

S’entén per unitat asimétrica (o motiu) al conjunt minim de molécules (o atoms o ions) que
conforma la unitat fonamental de la xarxa, de tal forma que qualsevol altra part del cristall
pot aconseguir-se a partir d’ella mitjan¢ant operacions de simetria (v. figura 5.17).

Cel-la unitaria

Es defineix com el paral-lelepipede més petit que conté totes les operacions de simetria del
grup espacial. Queda caracteritzada per la longitud (a, b, c) dels tres vectors paral-lels a les
arestes del paral-lelepipede i pels angles que formen entre ells (a, B, y) (v. figura 5.17). Per
a treballar amb cel-les es considera que el contingut de la cel-la unitaria esta concentrat en
un punt o més anomenats punts reticulars, i, segons la posicié d’aquests punts, es poden
diferenciar 14 tipus de cel-les anomenades xarxa de Bravais (v. annex A.5).

Grup espacial

Es el conjunt d’'operacions de simetria que cal aplicar a la unitat asimétrica per a generar la
cel-la unitaria. A “International Tables for X-Ray Crystallography”[26] surten recollits els 230
tipus de grups espacials que existeixen. Tot i aixi, per a compostos organics, només hi ha
65 tipus perqué no tots els estereoisomers tenen valor biologic.

2 3 Celdilla
elemental

Fig. 5.17: Parametres que caracteritzen la cel-la unitaria (1), dibuix d’una unitat asimétrica (2) i dibuix
d'una cel-la unitaria i la xarxa (3). Figura extreta de: http://www.xtal.igfr.csic.es/Cristalografia.

@
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indexs de Miller

Des del punt de vista geometric, a les xarxes cristal-lines es poden considerar linies o plans
reticulars, que son els que passen a través dels punts reticulars. Els indexs de Miller sén
tres nombres enters (h, k, 1) que s’utilitzen per a identificar i caracteritzar aquests plans. Per
definicid, els indexs de Miller d’'un pla sén el valor invers de les interseccions del pla
d’'interés amb els tres eixos principals del sistema cristal-li. Per tant, per a conéixer-los es
determina, per a cada pla, en quin punt talla cada eix cristal-lografic i després s’inverteix
aquest valor i s’escriu entre paréntesi.

Llei de Bragg

La difracci6 de raigs X es dbéna quan es fa incidir un raig sobre la mostra en una
determinada direccio, a la qual els raigs dispersats pels atoms es combinen i reforcen. Per
a descriure la difraccio, es poden utilitzar els models geométrics proposats per Lawrence
Bragg. Aquests models estableixen que, quan els raigs X interaccionen amb estructures
cristal-lines, es comporten com una reflexié optica que té lloc a uns plans virtuals (v. figura

5.18).
Haz de {
rayos X

Puntos de
Red del
Cristal

Planaos (hkl)

Fig. 5.18: Llei de Bragg. Figura extreta de:
http://mww.smcr.fisica.unam.mx/8temasutiles/articulosutiles/origenl.htm.

L’expressio de la llei de Bragg és:

sing = n-4 (Eq. 5.4)
hkl

on: n: ordre de difraccié.
A: longitud d’ona del raig.
dhy: distancia entre plans de difraccio.

8: angle d’incidéncia de la radiacio.
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Espai reciproc i esfera d’Ewald

Una manera de designar els plans hkl és mitjancant un vector normal al pla i de longitud
1/dng, anomenat vector de la xarxa reciproca. Els punts finals de tots els vectors possibles
(és a dir, de totes les families de plans possibles) conformen 'anomenat espai reciproc, que
resulta ser la transformada de Fourier de la xarxa cristal-lina original.

L’esfera d’'Ewald (v. figura 5.19) proporciona una interpretacié geométrica del procés de
difraccié. Es un espai que es correspon a I'espai reciproc i mostra quines son les reflexions
que es veuen en una imatge de difraccio en funcidé de 'angle 8 entre la mostra i el raig. Per
a obtenir-la, es dibuixa una esfera de radi 1/, que té al centre el cristall real (punt C), i
s’escull arbitrariament I'origen de la cel-la reciproca (O*), orientada consequientment amb la
cel-la original. Els raigs X travessen una série de planols d’index hkl amb un cert angle 0.

Haz difractado

P*(hkl)
(S-Sy)/7=dwm

Cristal, planos hkl

Fig. 5.19: Esfera d’Ewald. Figura extreta de: http://www.xtal.igfr.csic.es/Cristalografia.

5.6.2 Difraccio de raigs X

Per tal de conéixer I'estructura tridimensional del complex proteina-DNA mitjangant assajos
de difracci6 es fan servir els raigs X de lordre d’1 A. Aquests s’aconsegueixen als
laboratoris de cristal-lografia (en els tubs generadors de raigs X) o bé a les grans
instal-lacions de sincrotrd (com ara el ESRF: European Synchrotron Radiation Facility).

Es necessita que la radiacié incident sigui monocromatica, la qual interacciona amb la
mostra cristal-lina mitjangant els electrons que la conformen. Els raigs X dispersats pels
electrons interfereixen entre si i, segons la natura dels cristalls, s’obtenen diferents
difraccions. Als detectors es realitza el registre de les reflexions dels raigs difractats.
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La mostra cristal-lina es col-loca en un goniometre. Aquest instrument permet situar el
cristall en qualsevol orientacié espacial per a poder recollir les reflexions de tots els plans
possibles.

Durant el procés de difraccié s’ha de refrigerar amb nitrogen fred, ja que el raig incident fa
arribar a una temperatura prou elevada com per a poder degradar la mostra. A la figura
5.20 es pot observar una imatge que mostra totes les parts del Image Plate Scanner.

1

. Nitrogeno

] frio
; ] Image Plate
p, Scanner
A : %
Direccion

% de rayos Xa
\
N Cristal
Sistema de ‘
colimacion oy Cabeza
: goniometrica

Fig. 5.20: Parts d’un Image Plate Scanner. Figura extreta de: http://www.xtal.igfr.csic.es/Cristalografia

En aquest cas, s’han utilitzat els serveis de la Plataforma Cristal-lografica del Parc Cientific,
amb un generador de raigs X amb anode rotatori de coure de longitud d’ona constant i igual
al1,5418 A.

Procediment

Es necessitara tenir a ma el bidé de nitrogen on hi ha guardats els cristalls (Dewar), un
recipient amb nitrogen liquid, unes pinces especials (criotrd) per a manipular els loops, una
vareta magnetica i un loop buit.

El primer que cal fer és portar a la sala experimental els cristalls que es troben conservats
en nitrogen, juntament amb el material mencionat anteriorment. Un cop esta tot preparat,
es col-loca el loop buit al gonidbmetre per tenir una referéncia d'on estara el cristall (per
comprovar que sempre esta davant del raig).
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Un cop centrat, arriba una part delicada: col-locar el cristall al gonidmetre. D’una banda,
amb la vareta magnética, cal subjectar la base del loop (el cryo-pin), mentre que es retira la
tapa. Tot seguit s’agafa amb el criotré i es col-loca amb molta cura al goniometre. Es manté
refrigerat constantment pel raig de nitrogen fred. Tot seguit, cal reajustar el cristall i centrar
el gonidometre, per tal que el raig incideixi sobre el cristall en tots els possibles angles de gir.

A continuacio, des de la cabina de control s’introdueixen els valors de les variables que es
modifiquen, que son:

- Temps que dura la recollida.

- Numero d'imatges que es recullen.

- L’angle d'oscil-laci6 o angle que gira el gonidmetre durant la captura de cada
imatge.

- Angle total girat pel goniometre.
- Ladistancia entre el cristall i el detector.

- Lalongitud d’ona del raig (en aquest cas és constant i igual a 1,5418 A).

D’aquest procés s’obtenen un seguit de diagrames de difraccio, corresponents cadascun a
un gir determinat del goniometre.

5.6.3 Analisi dels resultats

El procés d’analisi dels diagrames de difraccioé consta de les seguents fases:

Resolucid
de

'estructura

Fig. 5.21: Esquema del procediment d’analisi dels resultats.

Indexat i escalat

Un cop s’han recollit tots els diagrames de difraccid, es comenca treballant amb una de les
imatges obtingudes.




Pag. 58 Memoria

L’indexat consisteix a, mitjancant el programa informatic Denzo [27], arribar a conéixer tots
els indexs de Miller d’aquesta imatge. A partir d’aquests valors, el programa pot trobar les
direccions dels eixos i, per tant, la cel-la unitaria i el grup espacial. A partir de les dades
proporcionades, cal definir la cel-la que s’ajusti millor (cal comentar que en tots els passos
s’obtenen uns valors estadistics que serveixen per avaluar les dades obtingudes). Un cop
coneguts aquests indexs, es repeteix el procediment per a trobar els valors hkl de totes les
imatges obtingudes.

A continuacio, es fa I'escalat, amb el programa Scalepack [27]. L'escalat consisteix a posar
en un unic fitxer totes les reflexions registrades a les diferents imatges i obtenir una mitjana
de totes les intensitats, amb el seus valors d’hkI.

Resolucio de 'estructura: el problema de les fases

El seglient pas és resoldre l'estructura. Aixd implica resoldre la funcié de densitat
electronica:

p(x,y,z —\% zh:zk:zllw(hkl)exp[—zﬁ-i-(hx+ky+|z)+i-a(hk|)] (Eq. 5.5)

Amb lindexat i I'escalat es coneixen els indexs de Miller (hkl). D’altra banda, amb les
intensitats de les reflexions que s’observen als diagrames de difraccid es pot conéixer el
modul dels factors d’estructura (|F(hkl)|), que s6n unes magnituds que equivalen a la
resultant de la dispersi6é de tots els atoms de la cel-la, per a cada punt de I'espai reciproc.

L’dnica incognita de 'equacié seria 'angle de fase a(hkl) que déna una idea de com estan
col-locades les molécules. Es per aixd que per a resoldre I'estructura, cal resoldre el
problema de les fases.

Existeixen diferents métodes per tal de resoldre el problema de les fases, tot i que els
metodes directes tenen aplicacions només per a molécules petites. Per tant, els aplicables
a macromolécules, que és el cas d’'estudi, tots son indirectes i cal anar provant diferents
iteracions fins a trobar un resultat satisfactori. Arribats a aquest punt, mitjangant el
Reemplagament Molecular es troba la posicié correcta de la macromolecula i es pot
proposar un model que, després d’'un posterior afinament de les dades (on s’ajusten millor
les posicions dels atoms, s’afegeixen, si cal, altres ions, precipitants...), portaria a I'obtencié
dels mapes de densitat electronica. Un cop s’han validat aquests mapes, verificant diferents
parametres, s’acaba proposant I'estructura del complex.
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6. RESULTATS

6.1 Preparacio de les mostres d’oligonucleotid i peptid

En aquest projecte s’ha treballat amb dos oligonucledtids diferents: A, TA,T,AT, i el
G3A3T3C3.

Oligonucleotid A,TA,T,AT,

Les primeres gotes es van realitzar amb mostres ja dissoltes d’aquest oligonucledtid. Tot i
aixi, es va acabar aquest estoc de mostra i va ser necessari preparar més oligonucleotid i
calcular-ne la seva concentracio tal com s’ha explicat a 'apartat 5.1.

Com a pas previ, es calcula el coeficient d’extincid molar €,40,m d’aquest oligonucleodtid a
partir de I'equacié de Cantor (Eqg. 5.2):

E260= € ATAT,AT, =2'(2~€APA+3-$APT +2-5TPA+2-5TPT)—4-5A—4-gT =

=2-(2-137+3-11,4+2-11,7+2-8,4)—-4-154-4-8,7 =107,2 %mm.cm

El punt de partida sén uns 2 mg de l'oligonucledtid en pols que es dissolen en 50 pl d’aigua
milliQ esteril. D’aquesta mostra, se'n fa una dilucié 1:1000 per calcular la concentracio:
s’agafen 0,5 yl, i es porta sobre 500 ul d’aigua milliQ estéril. A continuacio, s’efectua l'es-
pectre d’absorcio d’aquesta dilucié entre 190 i 350 nm, i s’obté el grafic seglent:

[ 4]
1.60¢
1,40t
1.20¢
1.00¢
0,80t
0.60¢
0.40F
0.20t"

e — :
260 350 Longitud d’'ona (nm)

Figura 6.1: Absorbancia de la mostra d'oligonucleotid A, TA,T,AT,.

Per ultim, es realitza una lectura puntual a 260 nm, que és on es déna el maxim d’absorcid
de l'enllag dels nucleotids, i s’obté A=0,742.
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A partir d’aquest valor, coneixent el coeficient d’extincid6 molar i, mitjangant la llei de
Lambert-Beer (Eg. 5.1), es pot calcular la concentracio de I'oligonucledtid:

_ _ 103
= (107,2%1mo|.cm)-10m =6,92-10"°mM

Aleshores, la concentracio de la mostra mare és:

A 0,742
[AzTAsz AT, ]dilucic’) 11000 — ;

500,5 _3 5005 4
[AZTAZTZ ATZ ]cadena simple = [AQTAZTZ ATZ ]diluciél‘lOOO ’ = 6’92 -10 ?. = 6’93 mM
0,5 4 0,5 4

L’dltim pas és calcular la concentracié de 'oligonucledtid de cadena doble:

[AZTAZTZ ATZ ]cadena simple — 6193 mM

=3,46 mM
2

[AQTAZTZ AT2 ]cadena doble —

Oligonucledtid G;A3TsCs
En aquest cas, el factor d’extincié molar és (Eq. 5.2):

EGATC =2-(2-gGpG +Egpa T2 Eppa +Epgr + 2 Eqpr +Erpc +2-gcpc)—3-gA—2-gG -3 —2-& =
=2-(2-108+12,6+2-13,7+11,4+2-8,4+81+2-7,3)-3-154-2-115-3-87-2-7,4

_ I
e, = 1149 %nmol .cm

Es dissolen 1,5 mg d’oligonucleotid en 40 yl d’aigua milliQ esteril. D’aqui també es fa una
dilucié 1:1000, pipetejant 0,5 pl de la mostra de partida sobre 500 ul d’aigua milliQ esteril. A
continuacio es mostra I'espectre d’absorcié de la mostra:

[A]
10—
1.60F
1.40¢
1
1

1.20¢
.06¢
0,80k s
0.60p /
0.40r"
0.20F
0,00k i T ) !
260 350 Longitud d’'ona (nm)

Figura 6.2: Absorbancia de la mostra d’oligonucleotid GzAzT3Cs.
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En fer la lectura puntual a 260 nm s’obté: A=0,757. Per tant, la concentracioé de la dilucié
(Eq. 5.1):

A 0,757 _
[63A3T3C3 ]dilucié 11000 — ; = ( I ) =6,59-10 *mM
114.9 %nm ol . m)-1€m
La concentraci6 de la mostra mare és:
500,5 4 3 500,54
[G3A3T3C3 ]cadena simple — [GsA3T3C3 ]diluciél‘lOOO. 0,5 /4 =6,59-10 ’ 0,5 4 =6,60 mM

I, per ultim, la concentracio de I'oligonucleotid de cadena doble és:

G,AT,C .
[G3A3T3C3 ]cadena doble — [ SAS d ?’Z]Cﬁldena simple = 6,602mM = 3,30 mM

Peptid RKPRGRPKK

El péptid amb que s’ha treballat té la seqliéncia aminoacidica corresponent al tercer AT-
hook de la proteina HMGA1b(1-90), és a dir: RKPRGRPKK (figura 6.3). S’han utilitzat dos
estocs de péptids que ja estaven preparats préviament. Un dells es trobava a una
concentracio de 2 mM i l'altre a 4 mM en aigua.

6.2 Obtencio de la proteina HMGA1b(1-90)

La proteina amb la que s’ha treballat, 'THMGA1b(1-90), és un mutant de la proteina humana
HMGA1b al qual s’ha extret la cua acidica terminal (figura 6.3). S’ha treballat amb aquesta i
no amb la sencera perqué és d’esperar que aquest mutant cristal-litzi amb més facilitat que
la proteina original al no presentar el tram d’aminoacids de I'extrem carboxil terminal que
dificultarien la formaci6é de complexos amb el DNA.

AT-hook | AT-hook Il AT-hook il Cua acidica
[MSESSSKSSQPLASKQEKDGT | KRGRGRPRK [QPPKEPSEVPTP| KRPRGRP | KGSKNKGAAKTRKTTTTPGIRKPRGRPKK |LEK

AT-hook | AT-hook Ii AT-hook il
(MSESS5K.SSOPLAS KREKD BT | kemRGRPRK QPP KEPSEVPTR| RAPASAP | KGSKNKGAAKTRKT TTTPGKPAGRAKK |L |

Fig. 6.3: Proteina HMGAL1b (part superior) i mutant HMGA1b(1-90) (part inferior). Es destaca en groc
els tres AT-hooks de les proteines i en vermell la cua acidica terminal.
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La proteina s’ha obtingut en un cultiu bacteria d’Escherichia coli, mitjangant la técnica del
DNA recombinant (v. apartat 5.3.1).

El primer que s’ha fet és introduir el gen que codifica la proteina HMGA1b(1-90) en un
estoc de cél-lules competents d’Escherichia coli soca Rosetta(DE3)pLysS (obtingudes
segons el protocol de 'annex A.1), i s’han sembrat sobre una placa que conté el medi de
cultiu LB amb ampicil-lina. S’ha observat com han crescut colonies de bacteris, i s’ha picat
una colonia de ceél-lules transformades sobre un tub amb 3 ml de medi LB i ampicil-lina.
Passades unes 6 h d’incubacié amb agitacié i a 37°C, s’ha abocat tot el contingut del tub
sobre 50 ml de medi LB amb ampicil-lina fresc, i s’ha deixat incubant tota la nit, en les
mateixes condicions.

A l'endema, s’ha inoculat un volum suficient d’aquest cultiu sobre 1 litre de medi LB,
aconseguint que la DOgy del conjunt es trobi entre 0,1 i 0,2. Més exactament, s’han afegit
22 ml del cultiu sobre 1 litre d’LB. Cal comentar que aquest procés s’ha fet per duplicat, per
tal d’obtenir dos litres d’induccio i aconseguir més quantitat de proteina. S’han anomenat (1)
i (2) els dos erlenmeyers amb els cultius i s’han incubat a 37°C i amb agitacid, controlant
periddicament el creixement del cultiu (mitjangant lectures amb I'espectrofotometre).

La induccié amb IPTG s’ha iniciat quan la DOgy ha arribat al voltant d’1, i s’ha deixat
incubant durant tres hores més. Durant el periode d'induccié s’han agafat 3 aliquotes (a
temps O h, a temps 1,5 h i al final, a temps 3 h) que s’han utilitzat per comprovar les
absorbancies de les mostres i també per a una posterior analisi electroforética (v. taula 6.1 i
figura 6.4).

Tot seguit, s’han centrifugat els cultius i recuperat el pellet (sediment bacteria), ja que és on
es troba la proteina d'interés. L'ultim pas és fer el tractament del pellet, que s’ha fet seguint
el protocol de l'apartat 5.3.2. Amb aquest tractament, s’aconsegueix extreure la proteina
HMGA1b(1-90) de linterior dels bacteris i eliminar part de les impureses bacterianes.
L’extracte enriquit de proteina que s’obté en acabar aquest processat també s’ha inclos al
gel electroforétic (v. figura 6.4).
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Controls d’absorbancia Mostra (1) Mostra (2)

Absorbancia inicial DOggy

Inici induccio (t=0h)

Post-inducci6 (t=1,5h)

Post-inducci6 (t=3h)

Taula 6.1: Absorbancies de les mostres control.

t=1,5h

©

ISl

=1

3

Inducci6 (1) a Inducci6 (2) S 2

L = L= °
~— g8 ~ > 83 3¢
" t=0h t=3h 55 t=0h t=15h t=3h 15 & 2

Altres proteines

_ . — J bacterianes
HMGA1b(1-90) 7 . g - P HMGA1b(1-90)
_> - D = 4—
. - - - : s X 3 , Altres proteines
=% e ’ bacterianes

Fig. 6.4: Analisi electroforética en gel de poliacrilamida-SDS del procés d’induccié i extracte enriquit
d’aquestes mostres després del tractament del pellet. S'observa a I'ditim carril el pellet que s’ha
descartat en un dels passos del tractament del sediment bacteria (pas n°4 del protocol).

Tal com es pot observar tant en la mostra (1) com en la mostra (2) quan t=0h encara no
s’ha comencat a expressar la proteina d’interés. També es pot veure que quan la induccio
porta 1,5 h ja apareix la banda corresponent a la proteina HMGA1b(1-90), i s'intensifica
lleugerament al final de la induccié (t=3 h). D’altra banda, als carrils de I'extracte enriquit
d’ambdues mostres apareix una banda molt intensa de proteina HMGA1b(1-90) i s’observa
gue ja no hi ha bandes tan marcades de la resta de proteines. Per ultim, al carril del pellet
descartat s’observen nombroses bandes corresponent a diferents proteines bacterianes
que s’han aconseguit eliminar durant aquest procés sense que hagi comportat péerdues
significatives de la proteina d’interés.

5 0o
“ .

3y }
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6.3 Purificacio cromatografica de la proteina

Tal com s’ha comprovat, després de procedir amb el tractament del pellet s’han aconseguit
eliminar moltes de les proteines bacterianes. Tot i aixi, la mostra encara no té I'elevada
puresa requerida per a fer els assajos cristal-lografics. Per aix0d, es procedeix a fer la
purificacié cromatografica de les mostres de proteina. Es comenga amb una cromatografia
de bescanvi cationic, com a primer pas de la purificacio, i tot seguit es realitza una
cromatografia de gel filtracio.

Cal fer una observacié abans de continuar. Als assajos cristal-lografics amb proteina, s’ha
treballat amb dos estocs ben diferenciats. El primer procedia d’'una proteina ja expressada
préviament, perd quedava pendent de dur a terme la purificacié6 cromatografica. El segon
estoc de proteina, en canvi, va ser expressat i purificat. Per a diferenciar-los, s’ha designat
de la manera segient: estoc A (estoc de proteina que només es va purificar) i estoc B
(rexpressat i purificat), diferenciant la B1 (mostra (1) de la induccid) i B2 (mostra (2)).

6.3.1 Cromatografia de bescanvi cationic

Per a la primera etapa de la purificacio de la proteina s’ha efectuat una cromatografia de
bescanvi cationic. La resina de la columna utilitzada és de carboximetilcel-lulosa.
Concretament, s’ha fet servir una columna amb un volum empaquetat de 40 ml de la resina
CM-52, de la marca Whatman. S’han utilitzat tampons de NaCl/Tris a pH=7, amb
concentracions creixents de NaCl per a l'elucié de la proteina, seguint 'esquema que
s’'indica a la figura 6.5.

1 volum =40 ml
1000 mM NacCl
25 mM Tris, pH=7

1 volum =40 ml
600 mM NaCl
25 mM Tris, pH=7

GRADIENT

2 volums =80 ml 12 volums = 480 ml

200 mM NacCl
25 mM Tris, pH=7

200 mM NacCl 600 mM NaCl
25mMTris 5 25 mMTris
pH=7 pH=7

1 volum =40 ml
50 mM NacCl
25 mM Tris, pH=7

Fig. 6.5: Esquema de la cromatografia de bescanvi cationic.

iy

@
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S’ha fet circular els tampons a través de la columna amb un flux constant d’1 ml/min. Les
mostres s’han recollit en fraccions de 4 ml. S’ha mesurat I'absorbancia d’aquestes mostres
a 220, 260 i 276 nm. Aquelles mostres que presenten un pic a 220 nm s’han analitzat
electroforeticament.

Es important que, abans d’introduir la mostra a la columna, es centrifugui per a sedimentar
possibles impureses o material insoluble que podria obturar la columna. Tant el
sobrenedant, que sera la mostra de partida (MP) per a la columna, com la fraccié no
dissolta (ND) s’analitzen també electroforéticament.

a) Mostra A

A la figura 35 es mostra el cromatograma i els gels electroforétics corresponents a la
mostra A. Els diferents carrils electroforétics s’han designat segons el nimero de la fraccio
corresponent del cromatograma.

Es pot observar que el carrii ND contenia moltes impureses que s’han extret amb la
centrifugacio prévia. Igualment, s’observa que s’han eliminat forca proteines contaminants
durant els rentats amb 50 mM i 200 mM de NaCl, aixi com a les fraccions corresponents al
principi del gradient.

S’observa que al cromatograma apareix un pic principal d’absorbancies a 220 nm quan la
concentracié de NaCl es troba entre 350 mM i 400 mM. Com mostren les electroforesis,
aquest pic correspon a 'elucié de la proteina d’interés, THMGA1b(1-90).

Les mostres més pures son de la fraccié 87 a la 92, tot i que també apareix molta quantitat
de proteina de la fraccid 93 a la 100 (v. figura 6.6). Perd, a aquestes darreres fraccions (93-
100) s’observa que hi ha traces d’'una banda de major mobilitat electroforética sota la banda
principal de proteina. Tenint en compte aix0, s’agrupen les fraccions tal com es mostra a la
taula 6.2.

Fraccions conservades columna CM-52 Mostra A

e Fraccions 87-88. e Fraccions 93-97.

e Fraccions 89-92. e Fraccions 98-100.

Taula 6.2: Fraccions conservades de la columna CM-52 de la mostra A per a continuar amb
la purificacio.
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Abans de ser purificades amb la cromatografia de gel-filtracid, aquestes fraccions es
dialitzen amb el tampé 10 mM Tris, pH=7,5. Degut a la mida de la proteina (8700 Da),
s'utilitzen unes membranes de la marca Spectra/por amb un MWCO de 3500 Da (per evitar

que es perdi la proteina).

També caldra concentrar la proteina. Amb aquesta finalitat, s’han utilitzat els concentradors

Vivaspin 4 de MWCO 5000 (v. apartat 5.4.5).

18

16

14

12

08

Absorbancia

0,6

04

0,2

Col. CM-52 HMGA1b(1-90). Mostra A

—— Abs(220)

40 50 60 70 80 90 100 110 120

130

140 150 160 170

GRADIENT 200 MM — 600 mM

Ne Fracci6

600mM 1M

Fig. 6.6. Cromatograma de la columna CM-52 de la mostra A i gels electroforétics
d’acrilamida-SDS. MP, mostra de partida; ND, no dissolt; la numeracio de la resta de carrils
es correspon amb la de les fraccions recollides a la columna (v. més detalls al text).
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b) MostraB

A la figura 6.7 es mostra els cromatogrames i les analisis electroforétiques corres-
ponents a les mostres B1 i B2, respectivament. Els resultats sén molt similars als del
cas anterior i, per simplicitat, en aquest cas es mostra només [I'electroforesi
corresponent al pic d’elucié de la proteina.

S'observa que les fraccions analitzades de les mostres B1 i B2 presenten forga
concentracié de proteina. En aquest cas, es conserven totes les fraccions que
apareixen als gels de la figura 6.7, agrupades inicialment tal com s’observa a la taula
6.3, tot i que després es van reagrupar en funcio de la seva puresa i concentracio.

Aquestes fraccions també seran dialitzades amb membranes de la marca Spectra/por
amb un MWCO de 3500 Da. En aquest cas, el tamp0 utilitzat per a la dialisi és 100
mM NaCl, 10 mM Tris, pH=7,5 que, tal com es veura, sera el tampo utilitzat a la
columna FPLC.

Tot seguit, s’han de concentrar per a evitar treballar amb volums excessius al segon
pas de la purificaci6. Com es partia d’'un volum elevat, s’han utilitzat dos tipus de
concentradors: el Centriplus YM3 de MWCO 3000 Da (té una capacitat de 10 ml de
mostra) i, per a volums petits el Vivaspin 4 de MWCO 5000 Da.

Fraccions dialitzades Fraccions dialitzades
columna CM-52 Mostra B1 columna CM-52 Mostra B2
Fraccions 68-69. Fraccions 67-68.
Fraccié 70. Fracci6 69-75.
Fraccions 71-74. Fraccions 76-80.

Fraccions 75-77.

Fraccions 78-81.

Taula 6.3: Fraccions dialitzades de la columna CM-52 de la mostra B. Es diferencia entre la
mostra Bl i la B2.
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Mostra B1

Mostra B2

a2 Col. CM-52 HMGA1b(1-90). Mostra B1

3
28 —e—Abs(220)
Abs(260)

26 —+— Abs(276)

24
22

2
18
16
14
12

1
08
06
04
02

0

Absorbancia

P
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170
50 mM 200 mM ‘GRADIENT 200 mM —— 600 mM 600mM 1M

Ne Fraccié

32 Col. CM-52 HMGA1b(1-90). Mostra B2

28 —e— Abs(220)
Abs(260)
26 —s ADS(276)

Absorbancia
-
o

0 e
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170

50mM 200 mM GRADIENT 200 mM — 600 mM 600mM 1M

N° Fracci6

Fig. 6.7: Cromatograma de la columna CM-52 de la mostra B1 i de la B2 i gel electroforétic
d’acrilamida-SDS corresponent a les fraccions que formen el pic principal MP, mostra de
partida; ND, no dissolt; la numeracio de la resta de carrils es correspon amb la de les

fraccions recollides a la columna (v. més detalls al text).
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A modus de resum, la figura 6.8 mostra el gel obtingut en analitzar electroforeticament les
mostres procedents de les columnes CM-52 un cop dialitzades i concentrades, just abans
de procedir a la seva repurificacio amb la cromatografia de gel-filtracio.

Mostra A Mostra B

Fig. 6.8: Gels electroforetics d’acrilamida-SDS de les fraccions dialitzades i concentrades de les
columnes CM-52 de la mostra A i de la mostra B.

S’observa que les fraccions seleccionades sén ja d’elevada puresa. Tot i aixi, apareixen
unes bandes molt subtils a sota de la banda de proteina HMGA1b(1-90). Per tal d’eliminar
aquestes bandes es continua amb la purificacié cromatografica, en aquest cas mitjancant la
cromatografia de gel-filtracio.
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6.3.2 Cromatografia de gel-filtracié

Per a I'tltim pas de la purificacié cromatografica de la proteina s’ha utilitzat la cromatografia
de gel-filtracié. Per tal de dur-la a terme, s’ha utilitzat un sistema FPLC (Fast Protein Liquid
Chromatography). La columna utilitzada és la Superdex 75 10/300 GE de Healthcare amb
un rang de separacié de proteines de 3.000 - 70.000 Da i un volum empaquetat de 24 ml.
L’equip utilitzat és 'AKTA Purifier 10 GE de Healthcare.

L’esquema d’aquesta columna és molt més senzill que I'anterior ja que el tampd d’equilibrat
i el d’elucié sén el mateix:

EQUILIBRAT ELUCIO

0,5 volums =12 ml 1,5 volums = 36 ml
A

INJECCIO DE LA MOSTRA
20- 50 pl

Fig. 6.9: Esquema de la cromatografia de gel-filtracio.

Abans d’injectar la mostra, també cal centrifugar-la per eliminar possibles insolubles.

El volum injectat de mostra depén de quina concentracié tingui cada fraccid. En aquest
treball s’ha carregat de 'ordre de 20 a 50 pl.

a) Mostra A

Amb la proteina purificada i concentrada de la mostra A, s’han provat diferents tampons
d’elucid, a fi de trobar el més adequat per a eluir la proteina. Concretament, s’han provat els
tampons:

e 100 mM NacCl, 10 mM Tris, pH=7,5.

¢ 50 mM NacCl, 10 mM Tris, pH=7,5.

e 0,005% Tween, 10 mM Tris, pH=7,5.
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El tampo corresponent s’ha fet passar per la columna amb un flux constant de 0,5 ml/min, i
s’han recollit les mostres en fraccions de 0,5 ml. Sha mesurat 'absorbancia de les
fraccions a 220 nm, 260 nm i 280 nm i, posteriorment, s’han analitzat electroforéticament
aquelles mostres que formaven part del pic d’absorbancia a 220 nm.

Les figures 6.10 i 6.11 mostren un exemple representatiu dels cromatogrames obtinguts per
a la purificacié de la mostra A amb cadascun dels tampons mencionats anteriorment. No
s’aprecien diferéncies significatives entre columnes que s’han realitzat amb el mateix
tampo.

A la figura 6.10 es pot observar que les mostres presenten un comportament molt similar
en I'elucié tant en 50 mM com en 100 mM de NaCl. També s’aprecia que la fraccié 89-92
dona un pic amb molta simetria, tret d’'una petita cua a la banda dreta. La fraccié 93-97, en
canvi, mostra un pic més asimétric (t¢ una cua una mica més pronunciada). Aquesta cua
podria ser la corresponent a la banda amb major mobilitat electroforética que s’observava al
gel de la columna CM-52.

Considerant aguestes observacions, es seleccionen les mostres del principi del pic,
descartant les que formen part de la cua del pic ja que interessa que la fraccié utilitzada per
a cristal-lografia sigui el més pura possible.

D’altra banda, a la figura 6.11 s’observa que amb el tamp6 amb Tween no hi ha elucié de la
proteina. Podria ser que s’hagin format agregats i es quedi retinguda a la columna. Al
passar després 100 mM de NaCl es recupera la proteina.

Tenint en compte aquests resultats, es decideix continuar treballant amb 100 mM NacCl.
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Tamp6 50 mM NaCl, 10 mM Tris, pH=7,5

v | ﬂ .| Fr.93g97
"1 Fr.89-92 | {
= !
‘i —=—=——-Liactions ) J‘
| ——————Inject |
! 1
1 |
| |
1
L HI.‘:IHIHHi“\‘lLJ&‘HLHIlIH}”“‘=IJ‘.} I\\IlF 1 1 IIIiH 11 II\II\\I\II\\ 1N
(b bl b bbb LM b b B | b A el sl ol ety
0.0 50 10.0 15.0 200 250 ml 0.0 10.0 200 0.0 ml
Tampo 100 mM NaCl, 10 mM Tris, pH=7,5
mAL .
i \ Fr. 93-97 |
o250 Fr. 89-92 0 |
e i
— e !
—————— ~Inject |
| i
IE‘ ;4 }: !E- ] I{= ‘éILI :t.J: :I?h“ ':‘ ‘I:‘: ;, I]izlili ILLIi]i‘J‘{‘H:‘.l”ir‘“i‘”‘””ljrl‘?}.‘!_“ I“”IIII IIJIiI IIIIiJIIIII
00 50 100 150 ml 00 100 200 ml

Fig. 6.10: Cromatogrames de les columnes FPLC Mostra A. Tamp6 50 mM, 10 mM Tris, pH=7,5 (a
dalt) i tamp6 100 mM NacCl, 10 mM Tris, pH=7,5 (abaix).

Tampd 0,005% Tween, 10 mM Tris, pH=7,5 RENTAT 100 Mm NaCl, 10 mM Tris, pH=7,5

Fr. 89-92

Fr. 89-92

UV _280nm

1
1
——————Inject e '

I

—————==Inject

Fig. 6.11: Cromatogrames de les columnes FPLC Mostra A. Tampé 0,005% Tween, 10 mM Tris,
pH=7,5 (esquerra) i rentat amb 100 mM NaCl, 10 mM Tris, pH=7,5 (dreta) de la mateixa mostra.
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A continuacio es presenta una taula resum de les diferents FPLCs realitzades a partir de la
mostra A i de les mostres que s’han guardat de cadascuna.

FPLC PROTEINA (Mostra A) FRACCIONS CONSERVADES
HMGA1b(1-90) 100 mM NacCl
1 _ Fr. 10-11
Fr. 93-97 10 mM Tris, pH=7,5
HMGA1b(1-90) 100 mM NacCl
2 _ Fr. 23-24
Fr. 89-92 10 mM Tris, pH=7,5
HMGA1b(1-90) 50 mM NacCl
3 _ Fr. 24-25
Fr. 93-97 10 mM Tris, pH=7,5
HMGA1b(1-90) 50 mM NacCl
4 ] Fr. 24-25
Fr. 89-92 10 mM Tris, pH=7,5
= HMGA1b(1-90) 0,005% Tween
Fr. 89-92 10 mM Tris, pH=7,5
RENTAT amb
HMGA1b(1-90)
100 mM NacCl Fr. 46-47
Fr. 89-92
10 mM Tris, pH=7,5
HMGA1b(1-90) 100 mM NacCl
6 _ Fr. 23-24
Fr. 93-97 10 mM Tris, pH=7,5

Taula 6.4: Resum de les cromatografies gel-filtracio realitzades per a purificar la Mostra A,
especificant quin tamp6 s’ha utilitzat en cada cas i quines fraccions s’han conservat de cadascuna.
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b) Mostra B

Amb la mostra B, i tenint en compte els resultats previs amb la mostra A, s’ha utilitzat el
tampd 100 mM NaCl, 25 mM Tris, pH=7,5 per a eluir la proteina. També s’ha decidit

introduir, després de cada columna, un rentat amb 500 mM NaCl, 25 mM Tris, pH=7,5 pero
en cap cas s’han trobat restes de proteina després d’aquest rentat.

Cal comentar que de la mostra B tan sols s’ha purificat la fraccié B2, reservant la fraccio B1
per a usos futurs. Tot i aixi, degut al volum inicial de la mostra, s’han realitzat 5 columnes a
partir de la mostra B2. Des del punt de vista dels cromatogrames i dels gels electroforetics,
s’han obtingut resultats molt similars en les 5 columnes. Es mostra a continuacié un dels

cromatogrames de les columnes i el gel corresponent al pic d’elucié de la proteina
(v. figura 6.12).

Tampd 100 Mm NaCl, 10 mM Tris, pH=7,5

mAU 1

—=x

. ———UVI_280nm 22 23 24 25 26
. ‘w‘ UV2_260mm
- | UV3_220nm
r Fractions
20 - Inject
P4
L
|
. I
150 1‘
1| Al
1000 A |
|

Fig. 6.12: Cromatograma de la columna FPLC Mostra B2 (tamp6 100 mM NaCl, 25 mM Tris, pH=7,5),
i gel electroforétic d’acrilamida-SDS corresponent a les fraccions que formen el pic principal de la
columna. Els carrils es corresponen amb les fraccions que formen el pic de la FPLC

(v. més detalls al text).

Observant el cromatograma de la figura 6.12, es pot veure un pic molt pronunciat que
comenca a la fraccié 22 i acaba a la fraccidé 25. En aquest cas, també es pot comprovar

gue el pic no és del tot simetric. Per aquesta raé s’han conservat per una banda les
fraccions inicials del pic i per altra banda les fraccions finals.
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La taula 6.5 mostra un resum de les diferents FPLCs realitzades de la mostra B2, aixi com
les fraccions que s’han conservat de cadascuna per a la seva concentracio.

Fraccions conservades del Fraccions conservades
principi del pic del final del pic

FPLC N°

Taula 6.5: Resum de les cromatografies gel-filtracio realitzades per a purificar la Mostra B2,
especificant quines fraccions s’han conservat de cadascuna. Totes les mostres es troben en tamp6
100 mM NaCl, 25 mM Tris, pH=7,5 (v. més detalls al text).

6.4 Concentraci6 final de la proteina

Tal com s’ha comentat en apartats anteriors, la proteina ha de ser com més pura i més
concentrada millor per a poder realitzar els assajos cristal-lografics. Ara que s’ha
aconseguit un estoc prou pur de cadascuna de les mostres de proteina HMGA1b(1-90), cal
procedir a concentrar-la.

a) Mostra A

Cal recordar que les fraccions conservades de la mostra A no es troben totes en el
mateix tampd: algunes estan dissoltes en 100 mM NaCl, 10 mM Tris, pH=7,5 i
d’altres en 50 mM NaCl, 10 mM Tris, pH=7,5. Per partir d’'un estoc en les mateixes
condicions i tenint en compte que per als assajos cristal-lografics és més
recomanable que el contingut sali no sigui tan elevat, s’han diluit les fraccions amb
més concentracié de sal per a aconseguir que totes les mostres quedin amb el
tampoé 50 mM NaCl, 10 mM Tris, pH=7,5. Aix0 s’aconsegueix diluint-les amb un
volum de 10 mM Tris, pH=7,5.

Tot seguit s’ajunten les diferents fraccions i es concentren amb un Vivaspin 4 de
MWCO 5000.
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b) Mostra B2

S’han reunit d’'una banda totes les fraccions conservades del principi del pic, i de
l'altra totes les fraccions conservades del final del pic (v. taula 6.5). Aquests dos
estocs de proteina es concentren en paral-lel.

Analogament a com s’ha procedit amb la mostra A, es dilueixen els dos estocs amb
tampo6 25 mM Tris, pH=7,5 fins a assolir una concentracié de 50 mM de NaCl. Tot
seguit, es concentren utilitzant el concentrador Vivaspin 6 MWCO 3000.

Per tal de calcular la concentracié de les mostres concentrades de proteina, s’utilitza la llei
de Lambert-Beer (v. apartat 5.4.6), utilitzant el factor d’extincié de la proteina HMGA1b, que
€s €0nm= 6,37 ml/mg-cm. Per tant, 'expressié de Lambert-Beer (Eq. 5.1) queda:

A
[HMGA”:)(]_—QO)]: A220nm _ A220nm _ 220 nm

E220mm ° | (6,37 %g_ Cm)-lcm (6,37 m%ngj

Per evitar perdre gaire volum de proteina durant el calcul de la seva concentracié, s’ha diluit
1 ul de mostra en 800 ul del seu tampd corresponent i s’ha llegit 'absorbancia. Tot seguit,
s’ha afegit un altre microlitre i s’ha tornat a llegir 'absorbancia. A continuacio, s’ha calculat
la concentraci6é de la mostra de partida tenint en compte el factor de diluci6é aplicat a cada
cas. Per ultim, s’ha calculat la mitjana d’ambdds valors.

A modus de resum, es mostra a la figura 6.13 els gels electroforétics d’acrilamida-SDS
corresponents a les fraccions finals concentrades. En aquests gels es pot comprovar que
les fraccions obtingudes s6n molt pures (no s’observen traces daltres proteines).
Igualment, a la taula 6.6 es mostra un resum del volum i concentracions de cada una de les
fraccions.
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Mostra A Mostra B2
concentrada concentrada
[ Fr. T Fr. |
B B M

Fig. 6.13: Gels electroforeétics d’acrilamida-SDS de les mostres de proteina que s'utilitzaran als
assajos cristal-lografics. S’observa 'estoc de mostra A i els dos estocs disponibles de la mostra B2.

VOLUM MOSTRA CONCENTRACIO

MOSTRA

A:HMGA1b (1-90) 50 mM NaCl 18,84 mg/ml
(Fr. 89-97) 10 mM Tris, pH=7,5 eul (2,16 mM)

B2: HMGA1b (1-90) 50 mM NacCl 15,35 mg/ml
(Fr.22-23 FPLC) 25 mM Tris, pH=7,5 100ul (1,77 mM)

B2: HMGA1b (1-90) 50 mM NacCl 100 4 24,95 mg/ml
(Fr. 24-25 FPLC) 25 mM Tris, pH=7,5 (2,87 mM)

Taula 6.6: Resum de les fraccions finals de proteina obtingudes per als assajos cristal-lografics.

Per als assajos cristal-lografics s’han utilitzat finalment en aquest treball la mostra A i I'estoc
de les fraccions 22-23 (el de les fraccions del principi del pic) de la mostra B2, tot i que

l'altre estoc es conserva congelat.
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6.5 Assajos cristal-lografics

Un cop obtinguda una fraccié prou pura de proteina, es poden fer els assajos
cristal-lografics. L’'objectiu perseguit és aconseguir cristal-litzar un complex de proteina amb
un oligonucleotid ric en ATs. S’ha treballat amb la proteina HMGA1b(1-90) i dos oligonu-
cleotids rics en ATs: TATA,TL,AT, | el GsA3T3Cs. D’altra banda, també s’ha intentat obtenir
cristalls d'un péptid sintétic que té la sequiencia corresponent al tercer AT-hook de la
proteina d’'interés (RKPRGRPKK) amb l'oligonucledtid A, TA,TLAT,.

Com a comentari general cal dir que, majoritariament, s’han utilitzat tampons de la casa
Hampton Research (Natrix HR2-116) (v. annex A.4) que han donat bons resultats en
estudis anteriors, tot i que també s’han utilitzat altres tampons “adaptats” d’elaboracié
propia (per tal d’optimitzar resultats, sempre tenint en compte estudis anteriors) (veure
annex A.4). La majoria de tampons presenten concentracions baixes de sals, per tal d’evitar
la competéncia d’aquestes sals amb els grups positius de la proteina en la unié amb
l'oligonucledtid. D’altra banda, també es pretén evitar la formacio de cristalls de sal.

Els pHs de treball es troben entre 6 i 7,5 amb la finalitat de treballar en unes condicions
proximes a les fisioldgiques.

La temperatura de treball en tots els casos ha estat de 4°C, ja que loligonucleodtid
A,TA,T,AT, és especialment sensible a la temperatura.

Els precipitants utilitzats han estat el PEG, I'MPD i lisopropanol, modificant la seva
concentracié progressivament al pou, o variant el tipus de precipitant en alguns casos (per
afavorir la cristal-litzacio).

A continuaci6 es mostren més detalladament les condicions aplicades als assajos
cristal-lografics, aixi com els resultats obtinguts.

6.5.1 Oligonucleotid A, TA,T,AT, amb proteina HMGA1b(1-90)

S’han fet un total de 3 séries de gotes amb el complex d’HMGA1b(1-90) i A, TA,T,AT,. Cal
comentar que el complex ha tingut una incubacié over night per a facilitar la seva formacio.
La taula 6.7 mostra un resum de les relacions molars i concentracions de cada component,
aixi com de les sals i precipitant utilitzats. Per a més informacio dels tampons i major detall
de cada gota, veure annex B.1.
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RELACIO MOLAR P/O PRECIPITANTS

SALS UTILITZADES
(CONC. P/ CONC. O) UTILITZATS
VLSS VR 1/3 MgCl,, MgSO., MgAc, MPD, MPD+IP,
(0,35 mM /1 mM) KCl, CaCly, (NHz)Ac PEG.
31 MgCl,, (NH4)Ac, CaCl,,
M59 2> M70 MPD, MPD+IP.
(0,3 mM /0,1 mM) NacCl, proves sense sal
211 MgCl,, (NH4)Ac, CaCl,,
M71 > M82 MPD, MPD+IP.
(0,4 mM /0,2 mM) NaCl, proves sense sal

Taula 6.7: Relacions molars P/O (proteina/oligonucleotid), concentracié molar a la gota, sals
utilitzades als experiments i precipitants utilitzats als pous de les capsules, per a cada série de gotes.
La temperatura de treball ha estat 4°C en tots els casos, i els rangs de pH varien entre 6 i 7,5. Ac,
acetat; PEG, polietilenglicol; IP, isopropanol.

Gotes M1—>M30

S’han obtingut cristalls liquids a cinc gotes, totes elles amb la sal MgCl,. Els cristalls liquids
gue estaven una mica més definits eren de les gotes que tenien una concentracié de 20
mM d’aquesta sal. Tres de les gotes amb cristall liquid eren a pH=7, mentre que les altres
dues es trobaven a pH=6,5i 7,5. En tots els casos, el tampé de la gota era un dels adaptats
que s’observen a I'annex A.4. Els cristalls no eren prou bons per a ser difractats, per tant no
se n’ha pescat cap.

Gotes M59 —&»>M70

Ha aparegut una separacio de fases en totes les gotes, perd no s’han observat millores.

Gotes M71 —»M82

En aquesta série de gotes també s’ha pogut observar una separacio de fases en totes les
gotes. lgualment, la seva evoluci6é no ha estat satisfactoria.
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6.5.2 Oligonucleotid GzA3T3C3 amb proteina HMGA1b(1-90)

S’han fet un total de 2 séries de gotes amb el complex d’'HMGA1b(1-90) i G3A;TsCs. Com
en el cas anterior s’ha incubat over night per facilitar la formacié del complex. La taula 6.8
mostra un resum de les relacions molars i concentracions de cada component, aixi com de
les sals i precipitant utilitzats. Per a una informacié més detallada sobre les condicions de
cada gota, veure annex B.1.

RELACIO MOLAR P/O PRECIPITANTS
SALS UTILITZADES

(CONC. P/CONC. O) UTILITZATS

3/1 MgCl,, MgSQO,4, MgAc, MPD, MPD+IP,
M31 > M58
(0,6 MM /0,2 mM) KCI, CaCl,, (NH4)AC PEG.
2/1 MgCl,, (NHz)Ac, CaCly,
M83 > M94 MPD, MPD+IP.
(0,4 mM /0,2 mM) NacCl, proves sense sal

Taula 6.8: Relacions molars P/O (proteina/oligonucledtid), concentracié molar a la gota, sals
utilitzades als experiments i precipitants utilitzats als pous de les capsules, per a cada série de gotes.
La temperatura de treball ha estat 4°C en tots els casos, i els rangs de pH varien entre 6 i 7,5. Cal
comentar que a la gota hi ha una concentracié de 2,5 mM de NiCl,, que ajuda a estabilitzar el DNA, ja
gue interactua amb les guanines [28]. Ac, acetat; PEG, polietilenglicol; IP, isopropanol.

Gotes M31 —+»M58

S’han obtingut esferulites (molt petites) a un parell de gotes, a la M50 i a la M51. Ambdues
gotes tenien pH=7 i la sal MgCl,, una amb una concentracié 10 mM i l'altra amb una
concentracido de 20 mM. Tot i aixi, no han evolucionat favorablement i no ha sorgit cap
cristall a partir d’elles. A la resta de gotes s’ha format una separacio de fases amb molta
tendéncia a donar precipitat.

Gotes M83 —*»>M94

També s’han obtingut esferulites a dues de les gotes (MO0 i M91): la primera t¢ 5 mM
MgCl,, pH= 7 i l'altra t¢ 10 mM MgCl,, pH= 6. La seva evolucio no ha estat favorable i no
s’ha pogut pescar cap cristall. A la resta de gotes d’aquesta série ha aparegut separacio de
fases amb molta tendéncia a precipitar.
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6.5.3 Oligonucleotid A;TA,T,AT, amb el peptid RKPRGRPKK

S’han fet un total de 2 séries de gotes amb el complex de RKPRGRPKK i A,TA,T,AT,.
Observant els resultats obtinguts en les primeres gotes, s’ha donat prioritat als tampons
gue contenen MgCIl, per a fer les gotes, tot i que també s’ha utilitzat altres sals com el
CacCl, i el MgAc.

La taula 6.9 mostra un resum de les relacions molars i concentracions de cada component,
aixi com de les sals i precipitant utilitzats. Per a més informacié dels tampons i major detall
de cada gota, veure annex B.1.

RELACIO MOLAR P/O PRECIPITANTS

SALS UTILITZADES
(CONC. P /CONC. O) UTILITZATS

4/1 MgCl;, MgAc, CaCly, MPD. En alguns casos

M95 > M103

(0,8 mM /0,2 mM) (NHg)ACc s’ha afegit IP o NaCl al pou
4/1
MgCl, MPD
(0,72 mM /0,18 mM)
M105 > M110 2f1 MgCl,, MgAc, MPD. En alguns casos
(0,4 mM /0,2 mM) (NHg)Ac, CaCl, s’ha afegit IP o NaCl al pou

Taula 6.9: Relacions molars P/O (péptid/oligonucleotid), concentracié molar a la gota, sals utilitzades
als experiments i precipitants utilitzats als pous de les capsules, per a cada série de gotes. La
temperatura de treball ha estat 4°C en tots els casos, i els rangs de pH varien entre 6 i 7,5. M104: la
concentracié molar és diferent perque es va acabar l'estoc de partida de peptid i es va utilitzar un altre
estoc amb diferent concentracio, tot i aixi, la relacié molar és la mateixa que a la resta de la série.

Gotes M95 —+M103 i M104

Amb aquestes condicions s’han aconseguit obtenir nombrosos cristalls amb diferents
morfologies. Malauradament, no s’ha pescat cap cristall degut a que no eren prou bons per
a la difraccié (v. figura 6.14). A continuacié es presenta un resum dels resultats més
destacats obtinguts amb aquestes gotes:

o MO5: petits cristalls en formacio. Es van fondre i van aparéixer esferulites.
o M96: varetes no prou bones com per a ser pescades. Es van fondre.

. M98, M99, M101: agulles.
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. M100: Separacio de fases molt brillant.

. M102: varetes mal formades.

Fig. 6.14: Fotografies de 3 de les gotes que van donar cristalls de la série de gotes M95 >M104.
S’observen les imperfeccions: laterals no rectes, puntes arrodonides...

Gotes M105 —>M110

Finalment, també s’han aconseguit cristalls a partir de la serie de gotes M105->M110. A la
figura 6.15 se’n mostren algunes imatges. En molts casos, aquests cristalls han estat en
forma de vareta, perd també s’han obtingut algunes agulles. La majoria no eren prou bons
com per a ser difractats. No obstant aix0, en el cas de la gota M107 si que van apareixer
varetes de més qualitat. Aixi, de la gota M107 s’ha pescat una vareta, que s’ha portat a
difractar a la Plataforma Cristal-lografica del Parc Cientific de Barcelona. Les condicions de
la gota M107 es poden observar a la taula 6.10.
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Fig. 6.15: Fotografies d'algunes de les gotes que han donat cristalls de la serie M105->M110.
S’observen les seves imperfeccions: puntes rodones, laterals no rectes, diferents colors a un mateix
cristall (indica que no té un gruix uniforme)... També s'observa un cristall gran degradat (M105) i
precipitat cristal-1i (brillant, M108).

CAPSULA M107

. A TAT,AT,
INICI GOTA 13/01/12 OLIGONUCLEOTID

0,2 mM

. RKPRGRPKK

TEMPERATURA PEPTID

0,4 mM

PRECIPITANT : 20 mM MgAc,
INICIAL: 29% SALS / TAMPO / g

AL POU =0y NI N ] 25 mM NaCac, pH=6
AL PESCAR: 52,1%
(MPD) GOTA 15% MPD (Natrix n° 16)

Taula 6.10: Condicions de la gota M107.

En el seglent apartat s’expliquen els resultats obtinguts a partir de la difraccié de la vareta
de la gota M107.
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6.6 Analisi dels resultats de difraccio

De les 110 gotes realitzades durant el projecte, només s’ha aconseguit pescar un unic
cristall, que s’ha portat a difractar a la Plataforma Cristal-lografica del Parc Cientific de
Barcelona. La vareta congelada i difractada s’ha obtingut de la gota M107 (v. taula 6.10).

Condicions de difraccio

Tal com s’ha vist a l'apartat 5.6.2., hi ha tot un seguit de variables que es poden modificar
per a portar a terme la difraccio de raigs X. En aquest cas, els valors utilitzats son:
- Temps de la recollida: 90 min (recollida curta).

- Numero d’imatges que es recullen: 15.

- Langle d'oscil-laci6 o angle que gira el gonidmetre durant la captura de cada
imatge: 12°.

- Angle total girat pel gonidometre: 180°.
- Ladistancia entre el cristall i el detector: 300 mm.

- Lalongitud d’ona del raig: constant i igual a 1,5418 A.

La figura segient mostra una imatge del cristall dins del crioloop realitzada durant la
difraccio.

- - 0 = FTFG U MG TT GOy Wi S Sy
Fle tmage ES% Algn Video CSC
Image Edit _ Aign  Motors Iniisize Misc. Llog oo CSC

v
e
o
o
e
w0
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e

Bumination:  Semple Bechground Hde pasae

Fig. 6.16: Fotografia del cristall pescat de la gota M107. Imatge captada mentre es centrava el cristall
per a efectuar la difraccid. Es senyala el cristall amb una fletxa.
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La figura 6.17 mostra alguns dels diagrames de difraccio obtinguts.

Fig. 6.17: Diagrames de difraccio del cristall pescat de la gota M107.

Tal com s’observa, apareixen poques taques (reflexions) als diagrames. El nUmero de
reflexions és proporcional a I'ordre del cristall, per tant, es pot concloure que el cristall no
estava massa ordenat. Les reflexions que s’acosten al centre del diagrama de difraccio
corresponen a les distancies més grans dins de la cel-la cristal-lina, com ara la distancia del
radi de la molécula de DNA (20 A). Per contra, les difraccions que estan a la periféria
indiquen les distancies més curtes, com podria ser la distancia entre les bases (3,3 - 3,4 A).
Aixi, com més lluny arribin les taques, més resoluci6 tindra un cristall. Per tant, el cristall
pescat no té gaire resolucié. Es per aixd que només s’ha pogut determinar la cel-la unitaria i
el grup espacial.

Determinacio de la cel-lai del grup espacial: RKPRGRPKK-A,TA,T,AT,

Les dades de difraccié s’han indexat i processat amb el programa Denzo [27] i tot seguit
s’ha fet 'escalat amb el programa Scalepack [27].

Després del primer indexat, el programa mostra els parametres de celles que
correspondrien a aquestes dades per a cada xarxa de Bravais i un error percentual
respecte a la cel-la de menor simetria (la xarxa triclinica, que sempre té un error igual a
zero) (v. figura 6.18)
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Lattice Metric tensor Best cell (symmetrized)
distortion index Best cell (without symmetry restrains)

primitive cubic 22,11% 70.25 42,57 41.99 116.93 70,69 109.19
51.61 51.61 51.61 90.00 90,00 90.00

I centred cubic 19.74% 44,23 70,25 78,83 57.48 89,32 80.15
64.44 ©4.44 54,44 90,00 90,00 90.00

F centred cubic 17.97% 78,83 B83.11 82,92 64.39 117.50 116.62
8l.62 8l.62 81.62 90.00 90.00 90.00

primitive rhombohedral 1.8% 70.25 69.15 68,91 37.37 3511 35.55
69.44 £9.44 69.44 35,01 36.01 36.01
42,28 42,28 194.58 90.00 90,00 120.00

primitive hexagonal 8.57% 42,57 41.99 68.91 105.80 93.39 115.93
42,28 42,28 68,91 90.00 90,00 120.00

primitive tetragonal 15.04% 41,89 42,57 70,25 109,19 109,31 63.07
42,28 42,28 70,25 90.00 90,00 90.00

I centred tetragonal 12.34% 42,57 41.99 130,78 96.51 83,24 116.93
42,28 42,28 130.78 90,00 90,00 90,00

primitive orthorhombic 15.03% 41.99 42,57 70.25 109,19 109,31 63.07
41.99 42,57 70,25 90.00 90.00 S90.00

C centred orthorhombic 8.52% 41.99 75.99 68,91 102.52 74.20 92.58
41,89 75,99 68,91 90.00 90,00 90.00

I centred orthorhombic 12.34% 41,99 42,57 130.78 83.24 B83.49 63.07
41,99 42,57 130.78 90.00 90,00 90.00

F centred orthorhombic  3.25% 44,23 72,08 130,78 82,21 90,33 90.88
44,23 72,08 130.78 90.00 90.00 90.00

primitive monoclinic 8.54% 41,99 68.91 42,57 893,39 116,93 105.80
41,99 ©8.,91 42,57 90.00 116,93 90.00

C centred monoclinic 0.37% 72.08 44,23 70,25 90.15 112,76 89.12
72,08 44,23 70,25 90,00 112.76 90,00

primitive triclinic 0.00% 41.99 42,57 68,91 93,39 105.80 116.53
autoindex unit cell 41,99 42,57 68,81 93,30 105.80 116.893
crystal rotx, roty. rotz -4,856 -9,131 152.835

Autoindex Xbeam, Ybeam 173,44 172,89

position 20 chi®*2 x 4,80y 1.10 pred. decrease: 0.000 * 20 = o
partiality 20 chi**2 0.58 pred. decrease: 0.000 # 20 = o
u

Fig. 6.18: Dades obtingudes amb el programa Denzo després d’un primer indexat.

En aquest cas, s’observa que la xarxa amb menys error és la monoclinica centrada en una
cara (C2), tot i que la trigonal també ddna un error relativament acceptable.

S’ha imposat al programa la simetria C2, i al diagrama de difraccio apareixen tot un seguit
de punts de diferents colors (v. figura 6.19). Aquests punts sén les prediccions, i idealment
haurien de coincidir amb les reflexions.
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Fig. 6.19: Diagrama de difraccio del cristall pescat de la gota M107, amb les prediccions per al grup
espacial C2.

Hi ha diferents parametres que es poden modificar per millorar els resultats obtinguts. Es
pot escollir manualment les reflexions que es desitja que el programa tingui en compte (per
millorar la integracio de les dades), i també variar la mida de les caixes d’integracio, el radi
de les taques, el background i la mosaicitat (tot aixo son parametres del programa Denzo).

A continuacio es realitza I'escalat de totes les imatges. A la figura 6.20 s’observen els
resultats obtinguts. Cal comentar que els parametres de la taula apareixen segons els
diferents rangs de resolucio. Les dades de les columnes que s’observen es corresponen
amb parametres com la intensitat i altres parametres estadistics que només informen de
com s’ajusta de bé (0 no) el model a la realitat. El valor de 3 (Chi**2) hauria de ser proper a
1, mentre que el valor del parametre Rmeqe hauria de ser inferior al 25%. Tot i que la mitjana
de les dades no s’ajusta del tot als valors teorics, ja que el cristall no tenia prou resolucio i
no estava massa ordenat. Tot i aixi, els resultats es consideren acceptables, ja que la
majoria de les reflexions es troben amb una resoluci6 entre 50 i 13,91 A (primera fila), i els
valors d’aquest estrat si que sén prou bons.
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summary of reflections intensities and R-factors by shells
R linear = SUM { ABS(I - <I=)) / SUM (I}
R square = SUM ( (I - <I=) #* 2} / SUM (I #* 2}
Chi*##2 = SUM ( (I - <I=) #* 2} / (Error #*% 2 % N /7 (N-1) )
In all sums single measurements are excluded

Shell Lower Upper Average Average Morm. Linear Square
limit Angstrom I error stat. Chi**2 R-fac R-fac
s0.00 13,91 8766 253.0 1726 0,940 0.187 0,182
13,91 11.08 6021 201.7 1535.2 0,329 0.269 0,316
11.08 9.89 99,9 186,32 1797 0,224 0,689 0,312
9.6 8,8 617.1 2341 1926 0,213 0,282 0,206
2,81 8,18 3900 237.6 1975 0,245 0,242 0,252
g2.18 7.70 40,7 2730 2382 0,147 0,942 0,861
.70 7,32 42002 7527 6024 0,160 0,806 0,516
.32 7,00 517,35 6877 2489 0,201 0,000 0,000
J.00 0 6,73 1309 4448 3781 0,167 0,000 0,985
6.73 6.30 23.8 365.6 304.5 0.141 0.000 0.000
A1l reflections 3747 3Bl.2 2702 0.307 0.339 0.309

Fig. 6.20: Dades del processat del cristall pescat de la gota M107 pel grup espacial C2. Per a cada
rang de distancies (A) s'observa la intensitat (I), el valor de XZ (Chi**2), el de Rperge (Linear R-fac) i el
de unadrat.

Cristall M107-1

a=77,49 b=43,97 ¢=70,23
o= 90° B=111,41 y=90°

Parametres de cel-la

Grup espacial Cc2

NGm. de reflexions obs. 2216

Resolucié 6,5 A
0,339
0,307

Taula 6.11: Dades del processat del cristall M107-1 pel grup espacial C2.

Tal com s’ha comentat, el cristall no ha donat dades prou bones com per a continuar amb el
processat. Tot i aixi, els resultats aconseguits son coherents als que es van obtenir per
membres del laboratori anteriorment, ja que la cel-la obtinguda en ambdés casos és
semblant. A la figura 6.21 es veu un model de I'empaquetament de I'oligonucleotid
A, TA,T,AT; en el grup espacial C2 [16].
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Fig. 6.21: Estructura de la seqiiéncia A, TA,T,AT, en el grup espacial C2. La unitat asimétrica esta
formada per tres daplexs, que es mostren en diferents colors. La part superior de la imatge és una
vista frontal de 4 cel-les. La part inferior de la imatge és una vista en projeccio del pla ab.

Una dltima cosa a comentar és que les molécules d’aquest cristall prenen una organitzacio
HASO (Helical Arrangement of Stacked Oligonucleotides). Es un tipus d’organitzacié en
forma de columnes independents dins les cel-les hexagonals i amb aparellament Watson-
Crick. Les bases terminals dels diferents duplex interaccionen, definint una pseudohelix
continua (les bases defineixen un esglad virtual on els fosfats son absents). Aquestes
estructures HASO s’han trobat en seqliéncies riques en ATs.

gl

&
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Conclusions

Un cop finalitzat aquest projecte se’n poden extreure diverses conclusions, tant de la part
de l'obtencié del mutant HMGA1b(1-90) com de la realitzaci6 dels estudis cristal-lografics.

El primer que cal comentar és que la técnica del DNA recombinant és un bon metode per a
aconseguir que un cultiu del bacteri Escherichia coli sintetitzi aquesta proteina, un cop se li
ha introduit un vector que conté el gen que la codifica. També s’ha de remarcar que el
procés utilitzat per a fer el tractament del sediment bacteria s’ha mostrat molt eficag com a
primer pas de la purificacié de la mostra, ja que permet obtenir un extracte molt enriquit en
la proteina d'interés.

D'altra banda, la purificacié cromatografica de la mostra proteica obtinguda ha estat
realitzada amb éxit. La combinacié de cromatografia de bescanvi cationic i gel-filtracié ha
permés obtenir fraccions d’elevada puresa per a portar a terme els assajos cristal-lografics.

Durant la cromatografia de bescanvi cationic, 'THMGA1b(1-90) elueix aproximadament entre
350 mM i 400 mM NaCl. Respecte a la cromatografia de gel-filtracié realitzada amb el
sistema FPLC, els resultats obtinguts desaconsellen totalment I'is de Tween/Tris com a
tampo d’elucid, essent el més recomanable utilitzar tampons de NaCl/Tris amb una concen-
tracio salina de 100 mM.

Als assajos cristal-lografics amb proteina HMGA1b(1-90) i els oligonucledtids A,TA,T,AT,
(decamer) i G3A3T3C3 (dodecamer) s’han obtingut cristalls liquids i algunes esferulites. No
s’han obtingut cristalls prou bons com per a ser pescats i difractats. Tot i aixi s’ha pogut
observar que els millors resultats s’han aconseguit majoritariament amb la sal MgCl,.

D’altra banda, als assajos amb el peptid sintetic RKPRGRPKK i I'oligonucleotid A, TA,T,AT,
si que s’han aconseguit cristalls. S’han obtingut majoritariament cristalls en forma de
varetes petites o agulles, tot i que no eren d’'una gran qualitat. S’ha triat una de les varetes
de més qualitat per a la seva difraccié. El cristall difractat en aquest projecte procedia de la
gota M107, que contenia inicialment 210mM MgAc, 25 mM NaCac, pH=6 i 15 %MPD.

Els diagrames de difraccio obtinguts del cristall mostren poques reflexions i una resolucié
forga baixa. Tot i aixi, s’ha arribat a trobar la cel-la unitaria i el grup espacial del complex, i
s’ha vist que les dades obtingudes son coherents amb estudis anteriors realitzats al nostre
grup. S’ha observat que I'oligonucleotid cristal-litza en el grup espacial C2, i la cel-la trobada
és: a=77,49; b=43,97; c=70,23; 0=90°; f=111,41°; y=90°.
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ANNEX A: MATERIALS | METODES

A.1 Obtencio6 de cel-lules competents

Tal com s’ha comentat, s’ha d’introduir el plasmidi dins d’'una cél-lula hoste competent. Amb
el protocol que es detalla a continuacié es pot aconseguir fer competents les cél-lules
Rosetta(DE3)pLysS.

Observacio: aquest metode, tot i ser el més comu, no és l'inic que es pot sequir per a
aconseguir fer cel-lules competents.

Atencid: cal treballar en condicions d’asépsia (a prop de la flama i amb material i solucions
esteérils).

Dia 1:
1. Es prepara una placa de medi LB + antibiotic al qual sigui resistent la soca. En
aquest cas, s'utilitza el cloramfenicol, amb una concentracio de 25 yg/ml.

Observacio: el plasmidi pLysS porta un gen de resisténcia al cloramfenicol.

2. S’agafa el cooler i es treu una aliquota de cél-lules del congelador de -80°C. Amb
una nansa de Kolle (plati) se’n rasca una mica i es fa una sembra en escoceés a la
placa de LB + antibiotic.

3. Es posa la placa a I'estufa a 37°C i es deixa O.N.

Dia 2;

1. Picar una sola colonia de la placa O.N. en un tub que contingui 4 ml de LB +
antibiotic cloramfenicol (25 pg/ml).

2. Deixar créixer els bacteris O.N. a 37 °C amb agitacié 250 rpm.

Dia 3:

1. Inocular 0,8 ml del cultiu O.N. en 50 ml del mateix medi (en un erlenmeyer de 250
ml) i deixar créixer fins a obtenir una D.O = 0,7 a 600 nm.
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10.
11.
12.

13.
14.

15.

Observacié: a mida que els bacteris creixent es va enterbolint el cultiu. De tant en
tant es pipeteja un petit volum en condicions d’asépsia per a mesurar I'absorbancia
a 600 nm, fins que aquest valor sigui 0,7.

Congelar 1 tub de bacteris: 900 pl + 300 pl de Glicerol al 60%.

Centrifugar el cultiu a 4.000 g (rotor GSA a 5.000 rpm, Sorvall) durant 5 min a 4 °C.
Descartar el sobrenadant.

Resuspendre el pellet en 10 ml de 100 mM MgCl, (4 °C).

Pasar-ho a un tub de 50 ml amb tap.

Deixar en gel durant 30 min.

Centrifugar a 4.000 g durant 5 min a 4°C (rotor SS34 entre 5.500 i 6.000 rpm,
Sorvall).

Descartar el sobrenadant.
Resuspendre el pellet en 2 ml de 100 mM de CacCl, (4°C).
Deixar en gel entre 30 i 90 min.

Centrifugar a 4.000g durant 5 min a 4°C (rotor SS34 entre 5.500 i 6.000 rpm,
Sorvall).

Descartar el sobrenedant.
Resuspendre el pellet en 4 ml de 85 mM de CacCl, -15% Glicerol.
Es prepara al moment: 3 ml de 100 mM CaCl, + 1 ml Glicerol al 60%

Observacio: el gllicerol és un anticongelant. Evita que es formin cristalls de gel quan
es congelin les mostres a -80°C.

Fer aliquotes de 300 pl i 200 pl. Congelar rapidament a -80°C.

Observacio: els medis de cultiu LB utilitzats en aquest protocol son els que es recullen a
I'annex A.3.
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A.2 Inducciéo amb IPTG

L’enzim T7 RNA polimerasa és I'encarregat d’iniciar la sintesi de la proteina d'interés, perd
generalment es troba inhibit per una molécula repressora, el lac repressor. D’altra banda, el
lac repressor també inhibeix la formacié de I'enzim T7 RNA polimerasa.

Quan s’afegeix lisopropropil-B-tiogalactopiranosid (IPTG), que és un analeg sintétic de la
lactosa, aquest s’uneix al lac repressor i permet, d’'una banda la sintesi de I'enzim T7 RNA
polimerasa i de l'altra, que s'inicii la sintesi de la proteina HMGA1b(1-90) (v. figura A.1).

Amb aquest mecanisme es pretén que se sintetitzi la proteina de forma més controlada, ja

gue hi ha algunes proteines que podrien ser tdxiques (en concentracions excessives) per a
la propia cél-lula hoste.

( IPTG Induction IPTG Induction \

Target gene
T e

lac o

e e
|
wnmwa
Pap—
e
- N
:
g

' o
.y =
LN

AN

\ E. coligenome

Fig. A.1: Mecanisme d’acci6 de l'inductor IPTG

A.3 Medis de cultiu

En aquest projecte s’han utilitzat dos medis de cultiuv: LB i LB amb agar. La seva
composicio és la seguent:

Medi LB (1 litre de cultiu) Medi LB+agar (500 ml de cultiu) (40 plaques)

e 109 Triptona e 5g Triptona
e 5 g Extracte de llevat e 25 g Extracte de llevat
e 10gNacCl ¢ 5gNaCl

e 7,5gAgar

Taula A.1: Composici6 dels medis de cultius utilitzats.
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A.4 Tampons Natrix HR2-116 i tampons adaptats

A continuacié es mostra la composicié dels tampons Natrix HR2-116 de la marca comercial
Hampton Research utilitzats per a la realitzacié de les gotes, aixi com la dels 18 tampons
adaptats.

Tampons Natrix HR2-116

TAMPONS NATRIX HR2-116

N° Tamp6 Composicid
1 10 mM Mg Chloride, 50 mM MES, pH= 5.6, 2 M Lithium Sulfate
2 10 mM Mg Acetate, 50 mM MES, pH= 5.6, 2,5 M Ammonium Sulfate
3 100 mM Mg Acetate, 50 mM MES, pH= 5.6, 20% MPD
4 200 mM K Chloride, 10 mM Mg Sulfate, 50 mM MES, pH= 5.6, 10% PEG 400
5 200 mM K Chloride, 10 mM Mg Chloride, 50 mM MES, pH= 5.6, 5% PEG 8000
6 100 mM Ammonium Sulfate, 10 mM Mg Chloride, 50 mM MES, pH= 5.6, 20% PEG 8000
7 20 mM Mg Chloride, 50 mM MES, pH= 6, 15% iso-Propanol
8 5 mM Mg Sulfate, 100 mM Ammonium Acetate, 50 mM MES, pH= 6, 600 mM NaCl
9 100 mMK Chloride, 10 mM Mg Chloride, 50 mM MES, pH= 6, 10% PEG 400
10 5 mM Mg Sulfate, 50 MM MES, pH= 6, 5% PEG 4000
11 10 mM Mg Chloride, 50 MM Na Cacodylate, pH= 6, 1 M Lithium Sulfate
12 10 mM Mg Sulfate, 50 mM Na Cacodylate, pH= 6, 1.8 M Lithium Sulfate
13 15 mM Mg Acetate, 50 mM Na Cacodylate, pH= 6, 1.7 M Ammonium Sulfate
14 100 mM K Chloride, 25 mM Mg Chloride, 50 mM Na Cacodylate, pH= 6, 15% iso-Propanol
15 40 mM Mg Chloride, 50 mM Na Cacodylate, pH= 6, 5% MPD
16 40 mM Mg Acetate, 50 mM Na Cacodylate, pH= 6, 30% MPD
17 200 mM K Chloride, 10 mM Ca Chloride, 50 mM Na Cacodylate, pH= 6, 10% PEG 4000
18 10 mM Mg Acetate, 50 mM Na Cacodylate, pH= 6.5, 1.3 M Lithium Sulfate
19 10 mM Mg Sulfate, 50 mM Na Cacodylate, pH= 6.5, 2 M Ammonium Sulfate
20 100 mM Ammonium Acetate, 15 mM Mg Acetate, 50 mM Na Cacodylate, pH= 6.5, 10% iso-Propanol
21 200 mM K Chloride, 5 mM Mg Chloride, 50 mM Na Cacodylate, pH= 6.5, 10% 1.6 Hexanediol
22 80 mM Mg Acetate, 50 mM Na Cacodylate, pH= 6.5, 15% PEG 400
23 200 mM K Chloride, 10 mM Mg Chloride, 50 mM Na Cacodylate, pH= 6.5, 10% PEG 4000
24 200 mM Ammonium Acetate, 10 mM Ca Chloride, 50 mM Na Cacodylate, pH= 6.5, 10% PEG 4000
25 80 mM Mg Acetate, 50 mM Na Cacodylate, pH= 6.5, 30% PEG 4000
26 200 mM K Chloride, 100 mM Mg Acetate, 50 mM Na Cacodylate, pH= 6.5, 10% PEG 8000
27 200 mM Ammonium Acetate, 10 mM Mg Acetate, 50 mM Na Cacodylate, pH= 6.5, 30% PEG 8000
28 50 mM Mg Sulfate, 50 mM HEPES-Na, pH= 7, 1.6 M Lithium Sulfate
29 10 mM Mg Chloride, 50 mM HEPES-Na, pH= 7, 4 M Lithium Chloride
30 10 mM Mg Chloride, 50 mM HEPES-Na, pH= 7, 1.6 Ammonium Sulfate
31 5 mM Mg Chloride, 50 mM HEPES-Na, pH= 7, 25% PEG Monomethyl Ether 550
32 200 mM K Chloride, 10 mM Mg Chloride, 50 mM HEPES-Na, pH= 7, 20% 1.6 Hexanediol
33 200 mM Ammonium Chloride, 10 mM Mg Chloride, 50 mM HEPES-Na, pH= 7, 30% 1.6 Hexanediol
34 100 mM K Chloride, 5 mM Mg Sulfate, 50 mM HEPES-Na, pH= 7, 15% MPD
35 100 mM K Chloride, 10 mM Mg Chloride, 50 mM HEPES-Na, pH= 7, 5% PEG 400
36 100 mM K Chloride, 10 mM Ca Chloride, 50 mM HEPES-Na, pH= 7, 10% PEG 400
37 200 mM K Chloride, 25 mM Mg Sulfate, 50 mM HEPES-Na, pH= 7, 20% PEG 200
38 200 mM Ammonium Acetate, 150 mM Mg Acetate, 50 mM HEPES-Na, pH= 7, 5% PEG 4000
39 100 mM Ammonium Acetate, 20 mM Mg Chloride, 50 mM HEPES-Na, pH= 7, 5% PEG 8000
40 10 mM Mg Chloride, 50 mM Tris-HCI, pH=7.5, 1.6 M Ammonium Sulfate
41 100 mM K Chloride, 15 mM Mg Chloride, 50 mM Tris-HCI, pH=7.5, 10% PEG Monomethyl Ether 550
42 10 mM Mg Chloride, 50 mM Tris-HCI, pH=7.5, 5% iso-Propanol
43 10 mM Mg Chloride, 50 mM Ammonium Acetate, 50 mM Tris-HCI, pH=7.5, 10% MPD
44 200 mM K Chloride, 50 mM Mg Chloride, 50 mM Tris-HCI, pH=7.5, 10% PEG 4000
45 25 mM Mg Sulfate, 50 mM Tris-HCI, pH=8.5, 1.8 M Ammonium Sulfate
46 5 mM Mg Sulfate, 50 mM Tris-HCI, pH=8.5, 35% 1.6 M Hexanediol
47 100 mM K Chloride, 10 mM Mg Chloride, 50 mM Tris-HCI, pH=8.5, 30% PEG 400
48 10 mM Ca Chloride. 200 mM Ammonium Chloride, 50 mM Tris-HCI. oH=8.5.30% PEG 4000

Taula A.2: Composici6 dels tampons Natrix HR-116
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Tampons adaptats

TAMPONS ADAPTATS

Nom Tampé Composicio
7R 5 mM MgCl,, 50 mM NaCac, pH=6
8R 10 mM MgCl,, 50 mM NaCac, pH=6
9R 20 mM MgCl,, 50 mM NaCac, pH=6
10R 40 mM MgCl,, 50 mM NaCac, pH=6
11R 5 mM MgCl,, 50 mM NaCac, pH=6,5
12R 10 mM MgCl,, 50 mM NaCac, pH=6,5
13R 20 mM MgCl,, 50 mM NaCac, pH=6,5
14R 40 mM MgCl,, 50 mM NaCac, pH=6,5
15R 5 mM MgCl,, 50 mM HEPES, pH=7
16R 10 mM MgCl,, 50 mM HEPES, pH=7
17R 20 mM MgCl,, 50 MM HEPES, pH=7
18R 40 mM MgCl,, 50 mM HEPES, pH=7
19R 5 mM MgCl,, 50 mM Tris-HCI, pH=7,5
20R 10 mM MgCl,, 50 mM Tris-HCI, pH=7,5
21R 20 mM MgCl,, 50 mM Tris-HCI, pH=7,5
22R 40 mM MgCl,, 50 mM Tris-HClI, pH=7,5
M1 14 mM CacCl,, 50 mM NaCac, pH=6,5
M2 100 mM NaCl, 50 mM HEPES, pH=7

Taula A.3: Composicié dels tampons adaptats
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A.5 La unitat cristal-lina

En aquest annex es presenten els sistemes cristal-lins, les xarxes de Bravais i els grups es-
pacials.

En funcié dels parametres de cel-la, es poden obtenir els 7 sistemes cristal-lins, mentre que
les 14 xarxes de Bravais possibles s’obtenen segons la localitzacié dels punts reticulars (v.
figura A.2). Finalment, els 65 grups espacials componen el conjunt d’operacions de simetria
que s’han d’aplicar a la unitat asimeétrica per generar la cel-la unitaria (v. figura A.3).

Bravais Parameters Simple (P) | Volume Base Face
lattice centered () | centered (C) | centered (F)

ay # az # as
Triclinic ayy # qg3 # ag
o v g
a1 #ax #as [
Monoclinic a23a_120¢31 96°90 Y Aa-r/“
S| AT | S ad Woal

o]0
ay # az # as \ ° L o | v
Orthorhombic | ay2 = a3 = a3 = 9)° o‘) . /' * s (/“" * a4 ¢ * »

ay =ay #as
Tetragonal 2 = Qa3 = gy = 9N°

)y =dag = d3

Trigonal a1y = a3 = a3y < 120°
*_—0
RS
°
) =ay =4das L5 B
Cubic 2 = (g3 = Q31 = 90° o —@
_,. < .
R
|

ay =ay #as

= 12 2 T e ‘ e
a2 0 -\'/<:

Hexagonal a3 = az; = N°

Fig. A.2: Classificacio dels sistemes cristal-lins i les xarxes de Bravais. Figura extreta de:
http://uabcivil.blogia.com/2009/082601-comentario-n-1-y-practica-n-2-semestre-2-2009.php
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La notacié que apareix a la figura fa referéncia a la posicié dels punts reticulars:

P: Cel-la primitiva. Conté un punt reticular: a cada veértex hi ha un octau de punt
reticular.

C: Centrada en una cara. Té 2 punts reticulars: un octau a cada vertex, una meitat a
una cara i una altra meitat a la cara oposada.

I: Centrada al cos. Té 2 punts reticulars: un octau a cada véertex i un al centre de la
cel-la.

F: Centrada a les cares. Té 4 punts reticulars: un repartit entre els 8 vertexs i els
altres 3 es reparteixen entre les 6 cares.

Grups Espacials
Triclinic P1
Monoclinic P2pP2. C2
Orthorhombic P222 P2:12:2: P2,2:2
P222, C222 C232, F222
[222,12:2:2
Tetragonal P4, P4:, P4:, P4;, B, W4

P422,P42,2, P4,22
P4.2,2 P4;22 P4:2,2
P4:2:2 P4 22, W22, 1422

Trigonal and rhombohedral P3, P3:. P3:.R3
P12, P321, P3:21, P3:12
F3:21.P312. R32

Hexagonal PG, PB:, P61, PB., P6;
P62, P622, P6:22. P6:22
P6:22, P6.22. P6:22

Cubic P23, F23,123, P2,3, 1243
P432 P4:32, P4:32, P4;32
F432, F4:32, 1432, 14,32

Fig. A.3: Classificacio dels grups espacials [27].
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ANNEX B: RESULTATS

B.1 Assajos cristal-lografics

e Serie 1: HMGA1b(1-90) + A, TA,T,AT, (relaci6 1:3)

. . N° Natrix/ .
A . . ..., Relacio Sals, Tampo, pH Precipitant :
Capsula Proteina  Oligonucleotid Nom Observacions
P:O a la gota a pou
tampé
Amb MPD+IP precipita ra
pidament. Es canvia el pre
HMGA1b(1- ATATLAT, 10 mM MgCl,, 25 mMME MPD /5% | .~ .
M1 Gl r:l(\/l 90) 2032 2M 2 (1:3) om gC:',_: m S, ne7 o :05 ° |cipitant per MPD, perd es for
S m pR= prop. ma SF amb tendencia a pre
cipitar també
Amb PEG 4000 precipita.
vz |HMGALD(1-90)|  ATATAT, :3) 2,5 MM MgSO,, 25 mM 10 PEG 4000 |ES canvia el precipitant pe
1mM 0,3mMm MES, pH=6 MPD. Dona SF que nd
ewoluciona
M3 HMGALb(1-90) ATAToAT, (2:3) 20 mMMgClz, 25 mM n°15 MPD fr’izstl-ll T;:;zszusu:uggse\ie
1mM 0,3mM ’ NaCac, pH=6 ) 10°a N
lucionen satisfactoria-ment
SF i alguns nuclis de cris
HMGALb(1-90)|  ATATLAT, ) 20 mM MgAc, 25 mM o TS
M4 1mMm 03mM 1:3) NaCac, pH=6 n°16 MPD tal-.||tzaC|o. Alguns no ew
lucionen, altres precipiten.
SF que va acabar pre
VB HMGALb(1-90) [  ATAT,AT, 13) 2,5 mMMgCly, 25 mM R . cipitant. Yan apareixer al
1mM 0,3mM NaCac, pH=6 guns nuclis de cristal-litza:
Ci6 que no van ewlucionar.
M6  |HMGALD(1-90)|  ATATAT, :3) 5 mMMgC,, 25 MNaCac, | . | oo MPD SF, precllpltat. i al_gyns nu
1mM 0,3mM pH=6 15 clis de cristal-litzacio
W [HMBALDSO)|  ATATAT, | (o) | 10 mMMgCE 25 mu x| WD [aguns nucts de onstali
1mM 0,3mM : NaCac, pH=6 gun
zacié
V8 HMGALb(1-90) ATATLAT, 13) 20 mM MgCl,, 25 mM 10R MPD SF _preuplt_ada |_ exc_(?s dg
1mM 0,3mM NaCac, pH=6 nuclis de cristal-litzacié
SF i excessius nuclis dg
HMGA1b(1-90) ATATLAT, . 40 mM MgAc, 25 mM ° . . L. .
Mo 1mM 0.3mM 1:3) NaCac, pH=6.5 n°22 PEG400 |cristal litzaci6. Acaba preci
pitant
HMGA1b(1-90 TAT,AT. 40 mM MgAc, 25 mM Precipita rapidament. ~ ES
M10 f mlE/I ) A20 'gzsz 2 (1:3) NaCacg Heb 5 n°25 PEG 4000 |canvia el precipitant pe
' PRZO, PEG 400. Torna a precipitar,
HMGA1b(1-90 ATATLAT, 2,5 mMMgCly, 25 mM SF que precipita. Aparel
M11 (1-90) eTATAT, @:3) ' 91, 11R(  MPD  |algun nucli de cristal-litza
1mMm 0,3 mM NaCac, pH=6,5 - N . -
cié, perd també precipita
SF que precipita. Aparei
HMGA1b(1-90 TAST,AT. 5 mMMgCl,, 25 mM R . R
M12 (1-90)|  ATATAT, (1:3) MgClo 12R MPD algun nucli de cristal-litza:
1mM 0,3mM NaCac, pH=6,5 Variant Y L,
ariants cig, sense ewlucio
n°15 ? - Pa—
vz |HMOAID(-90)|  ATATAT, | o | 10 mMMGCL, 25 mM I BN izltl algtLiTss ;:T']S;a'f';n'q'g“'gz
1mM 0,3mM : NaCac, pH=65 P
rombe
SF, precipitat i alguns nu
HMGA1b(1-90 TAT,AT. 20 mM MgCl,, 25 mM . . . .
M14 (1-90)|  ATATAT, (1:3) 912 14R MPD clis de cristallitzacié ami
1mM 0,3mM NaCac, pH=6,5 .
forma de mini-vareta
mis  |HMGALDA-90)|  ATATAT, 1:3) 25 mMMgCl,, 25 mM ne 31 PEG 400 |SF i precipitat
1mM 03 mM HEPES-Na. bH=7

Taula B.1: Condicions de les gotes de la série 1 (1). SF, separacio de fases; IP, iso-Propanol.
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Relaci6 | Sals, Tamp6, pH  N° Natrix/ Precipitant -
elacio als, Tampo, p EUMRY || AREN U Observacions

Capsula  Proteina  Oligonucleotid

P:O a la gota Nom pou
SF i precipitat. Van apa-
HMGA1b(1-90) ATAT,LAT, 50 mMMKCI, 2,5 MM MgSO,, . N
M16 1:3 n°34 MPD
1mMm 03mM 33 | 35 mMHEPES-Na, pH=7 réixer agulles pero es van
fondre rapidament
Van aparéixer unes varetes
M7 HMGA1b(1-90) ATATLAT, a3) 50 mMKCI, 5 mM MgCl,, n° 35 PEG 400 m|nu§c_ules que es van fon-
1mM 0,3mM 25 MM HEPES-Na, pH=7 dre rapidament. Acaba pre-|
cipitant
SF que precipita. Es fon el
HMGA1b(1-90) ATATLAT, 50 mMKCI, 5 mM CacCl,, . . .
M18 1:3 n° 36 PEG 400
1mMm 0,3mM (1:3) 25 mMMHEPES-Na, pH=7 precipitat | queda nomes I
SF invariable
MLO HMGA1b(1-90) ATAT,LAT, 1:3) 2,5 mMMgCl,, 25 mM 15R MPD SF, la majc‘)r_part de la gota
1mM 0,3mM HEPES-Na, pH=7 acaba precipitant
M2O HMGA1b(1-90) ATATLAT, 3) 5 mMMgCly, 25 mM . 16R MPD SFi c.n'stall's Ilqu!d.s. Sense|
1mM 0,3mM HEPES-Na, pH=7 Variants ewlucio satisfactoria
B n°15 initat i i is-
M21 HMGA1b(1-90) ATATLAT, 1:3) 10 mM MgCl,, 25 mM 17R MPD SF, [})ref:lpltat i petits cris
1mM 0,3mM HEPES-Na, pH=7 talls liquids
M2 HMGA1b(1-90) ATATLAT, 1:3) 20 mM MgCly, 25 mM 18R MPD Cristalls liquids petits amb)
1mM 0,3mM HEPES-Na, pH=7 forma de rombe
HMGA1b(1-90) TATLAT. 5 mMMgCl,, 25 mM Tris MPD /5% SF que acaba precipitant.
M23 AeTAToAT, @:3) 9l n°42 X ° |Apareixen algunes agulles
1mM 0,3mM HCI, pH=7,5 Isoprop. . -
que desapareixen molt rapid
HMGALb(1-90)|  ATAT,AT 5 mMMgClz, 25 mM f\Farg?xeenaZTb:nlee: Izlltlzgt}
M24 2 Tei2tia (13) | (NHgAc, 25 mMTris-HCI, | n°43 MPD P o 0
1mM 0,3mM varetes mindscules que es|
pH=7,5 A0
fonen molt rapid
M25 HMGALb(1-90)| A TAT,AT, 13) 2,5 mMMgCly, 25 mM Tris- 19R MPD SF que acaba precipitant
1mMm 0,3mM HCI, pH=7,5
M26 HMGA1b(1-90) ATATLAT, 1:3) 5 mM MgCl,, 25 mM Tris- 0 MPD SF. 6questa goFa es va fer|
1mM 0,3mM HCI, pH=7,5 malbé en un accident.
Gota accidentada. Aparei-
vp7 |HMGALb(1-90)|  ATATAT, 13) 10 mM MgCl,, 25 mM Tris- T diferents gotes petites,
1mM 0,3mM HCI, pH=7,5 . algunes amb SF que acaba|
Variants L
no15 precipitant
Nuclis de cristal-litzacié que
es van fondre en un acci-
M28 HMGA1b(1-90) ATATLAT, 3) 20 mM MgCl,, 25 mM Tris- 2R MPD derft. Després van apan'elxer
1mM 0,3mM HCI, pH=7,5 petites varetes de cristall|
liquid, perd no van ewlucio-
nar satisfactoriament
Es van obtenir cristalls pe-
woo |HMGALD(L-90)|  ATATAT, | (.. | 40 mMMgAC, 25 mM w22 | PEGA400 t'.tz ' ?O homoge”'sd' Per ac-
1mMm 03mM ' NaCac, pH=6,5 cident €s van perdre | van
reapareixer nuclis de cris-
tal-litzacié i molt precipitat.
HMGALb(1-90)| A TAT,AT, 5 mMMgCl,, 25 mM Tris- -
M30 1:3 °43 MPD .
1 mM 0.3 mM (1:3) HCL. pH=7 5 n SF que acaba precipitant

Taula B.2: Condicions de les gotes de la série 1 (Il). SF, separacié de fases.

Observacions:

- Latemperatura a la qual s’han conservat totes les gotes és 4°C.

- L’'estoc de partida de la mostra de proteina d’aquesta série és: HMGA1b(1-90)
Fr.89-97, 2.16 mM en 50 mM NacCl, 10 mM Tris, pH= 7.5 (prové de la mostra A).

- Les concentracions finals dels pous oscil-len entre el 39-69% de precipitant.
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Serie 2: HMGA1b(1-90) +G3A3T3C; (relacié 3:1)

. . N° Natrix/ .
5 . . ..., Relaci6 Sals, Tampd, pH Precipitant .
Capsula Proteina Oligonucleotid Nom Observacions
P:O a la gota p pou
tampo
HMGA1b(1-90 G3AsT;C 10 mM MgCl, 25 MPD /5% -
M31 (1-90) #AsTsCs (3:1) mMVMLL, n°7 X ° |SF que acaba precipitant
0,6 mM 0,2 mM mM MES, pH=6 isoprop.
Es va canviar de preci-
i pitant a PEG 400 perqué
M32 HMGALD(1-90) GoAaTaCs (3:1) 25 mMMgSO,, 25 n°10 PEG 4000 [no s'observaven canvis.
0,6 mM 0,2mM mMMES, pH=6 . ;
Acaba apareixent un preci
pitatamorf
V33 HMGA1b(1-90) G3AgT3C3 3:1) 20 mM MgCl,, 25 no15 MPD Precipitat cristal-li amb tra.
0,6 mM 02 mM mM NaCac, pH=6 ces de SF
A elevades concentra-
V34 HMGA1b(1-90) G3AgT3C3 3:1) 20 mM MgAc, 25 n° 16 MPD cpns de precipitant apa-
0,6 mM 0,2 mM mM NaCac, pH=6 reix una SF que no evo-
luciona
SF en excés a la gota,
HMGA1b(1-90 G3AsTsC 2,5 mMMgCl,, 25 .
M35 (1-90) #AsTsCs (3:1) = MVVIGELa, 7R MPD  |que no ewoluciona favora-
0,6 mM 0,2 mM mMNaCac, pH=6
blement
M36 HMGALD(1-90) GosTaCs (3:1) 5 mMMgCl;, 25 M 8R MPD SF que acaba precipitant
0,6 mM 0,2 mM NaCac, pH=6
Variants ] L.
15 Excessiva formacié de SF
V37 HMGA1b(1-90) G3AsT:Cs 3:1) 10 mM MgCl,, 25 9R MPD en forma de rTnnl-varetes
0,6 mM 0,2mM mM NaCac, pH=6 gue no ewoluciona favora-
blement
M38 HMGALb(1-90) GoaTaCs (3:1) 20 mMMgCl;, 25 10R] MPD Excessiva formacié de SF
0,6 mM 0,2mM mM NaCac, pH=6
40 mM MgAc, 25 . L.
M39 HMGA1b(1-90) G3AgTsC3 3:1) mMNaCac, o 22 PEG 400 Excessiva form’.flc‘m de SF
0,6 mM 0,2 mM _ gue acaba precipitant
pH=6,5
40 mM MgAc, 25 Apareix SF invariant. Es
M40 HM((B)%lbm(:A-%) %3231—3;3 (3:1) mM NaCac, n°25 PEG 4000 [canvia el precipitant per|
: <m pH=6,5 PEG 400. La SF no varia
2,5 mMMgCl,, 25
HMGA1b(1- T -
M41 GA1b(1-90) CoAsT:Cs (3:1) mM NaCac, 11R) MPD SF que acaba precipitant
0,6 mM 0,2 mM
pH=6,5
5 mM MgCl,, 25 )
VA2 HMGA1b(1-90) G3AgT3C3 3:1) mMNaCac 2R MPD Exgesswa SF que no evo-
0,6 mM 0,2 mM ! . luciona favorablement
pH=6,5 Variants
10 MMMgCl,, 25 | ™°15 .
HMGA1b(1- 1k F -
M43 GA1b(1-90) G3AsT3C3 3:1) mM NaCac, 13R MPD S ' a majoria acaba pre
0,6 mM 0,2mM cipitant
pH=6,5
2 MMgCl,, 2 .
HMGA1b(1-90) G3AsTsCs ] 0 mMMgCl, 25 Excessiva SF que no evo-
M44 (3:1) mM NacCac, 14R MPD }
0,6 mM 0,2 mM DH=6.5 luciona favorablement

Taula B.3: Condicions de les gotes de la série 2 (1). SF, separacio de fases.
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Memoria

Relacié Sals, Tampé, pH N Natrixi Precipitant
Capsula Proteina  Oligonucleotid . po. p Nom p Observacions
P:O a la gota . pou
tampo
2,5 mMMgCl,, 25 .
MA5 HMGA1b(1-90) G3AsT3C3 31) mMHEPES-Na, n°31 PEG 400 SF que no evoluciona fa{
0,6 mM 0,2 mM vorablement
pH=7
HMGALDb(1-90)|  GuAT,C S0 mMKCI, 2.5
M46 (1-90) AsTsCs (3:1) [mMMgSO, 25 mM| n°34 MPD  |SF que acaba precipitant
0,6 mM 0,2 mM
HEPES-Na, pH=7
HMGALb(1-90)|  GuAT,C 50 mMKC, 5 m SF amb lucio
MA7 (1-90) 3AsT3Cs 3:1) MgCly, 25 mM o35 PEG 400 -amb una evolucio ng
0,6 mM 0,2 mM satisfactoria
HEPES-Na, pH=7
HMGALb(1-90 GAT-C 50 mMKCI, 5 mM Gota turbia fi | 69%
M48 (1-90) A 3:1) CaCl,, 25 mM n°36 PEG 400 |oom turbia fins al 697
0,6 mM 02mM PEG 400
HEPES-Na, pH=7
2,5 mM MgCl,, 25 SF que semblen esfeq
HMGA1b(1- T .
M49 GALD(1-90) GoAsTaCs (3:1) mMMHEPES-Na, 15R) MPD |rulites. Acaba sent SF cla
0,6 mM 0,2 mM
pH=7 ra
Esferulites petites en un
5 mM MgCl,, 25
M50 HMGA1b(1-90) G3AsT3Cs @1) mMHEPES-Na, 16R MPD pla de la gota,”que no
0,6 mM 0,2mM ) presenten evolucié. En un
pH=7 Variants -
o altre pla, SF precipitada
n°15
10 mM MgCl,, 25 Esferulites molt petites
HMGA1b(1- T
M51 GALD(1-90) CoaToCa (3:1) mM HEPES-Na, 17R MPD No s'observa una evolu-
0,6 mM 0,2 mM - ; .
pH=7 ci6 satisfactoria
20 mM MgCly, 25 . -
M52 HMGA1b(1-90) G3AgT3C3 31) mMHEPES-Na, 18R] MPD Excessiva fOfma_lC.IO de SH
0,6 mM 0,2 mM pH=7 que acaba precipitant
5 mMMgCl,, 25
HMGA1b(1- T MPD /5%
M53 GALD(1-90) GosTaCa (3:1) mM Tris-HClI, n°42 ) /5% SF en excés ala gota
0,6 mM 0,2 mM isoprop.
pH=7,5
5 mMMgCl,, 25 Gota turbia amb una lleu
M54 HMGA1b(1-90) G3AsT3Cs @31) mM(_NH4)Ac, 25 ne 43 MPD gera formacié de ‘SF al
0,6 mM 0,2mM mM Tris-HCI, pH= cap del temps, perd no h
75 ha més canvis
2,5 mMMgCl,, 25 .
HMGA1b(1-90) G3AgT3C3 X Excessiva SF que acabag]
: - = 19R L
M55 0.6 mM 02 mMm (31) |[mm Tr|s7HSCI, pH MPD precipitant
5 mMMgCl,, 25 .
mse  |TMGALD(1-90) GoAsToCs (3:1) [mMTris-HCI, pH= 20R MPD Excessiva SF que acabyf
0,6 mM 0,2 mM precipitant
7,5 .
Variants
10 MM MgCl,, 25 | n°15 Excessiva SF en forma de
ms7 |IMGALD(1-90) GoAsTaCa (3:1) | mMTris-HCI, pH= 21R MPD  |petites agulles que no
0,6 mM 0,2mM }
75 evoluciona favorablement|
20 mM MgCl,, 25
msg  |HTMGALD(1-90) CoAaToCa (3:1) [ mMTris-HCI, pH= 22R MPD  |Excessiva SF
0,6 mM 0,2 mM
75
Taula B.4: Condicions de les gotes de la série 2 (Il). SF, separacié de fases.
Observacions:

- Latemperatura a la qual s’han conservat totes les gotes és 4°C.

- Lestoc de partida de la mostra de proteina d’aquesta série és: HMGA1b(1-90)
Fr.89-97, 2.16 mM en 50 mM NacCl, 10 mM Tris, pH= 7.5 (prové de la mostra A).

- Les concentracions finals dels pous oscil-len entre el 39-69% de precipitant.




Expressid, purificacio i assajos cristal-lografics de la proteina HMGA1b(1-90)

Pag. 113

Capsula

Serie 3: HMGA1b(1-90) + A, TA,T,AT, (relacio 3:1)

Proteina

Oligo

Relacié

P:O

Sals,Tamp6, pH a la gota

N° Natrix/
Nom
tampo

Precipitant

pou

Observacions

msg |TMGALDU-90)| ATATAT, | 4., (), 25 mM NaCac, pH=6 @) mpp  |SFaueno
0,3mM 0,1mM ewoluciona
meo |TMCALDU-90)| ATATAT, | oy | () 25 mMNaCac, pH=6,5 @) mMpp  [oF dueno
0,3mM 0,1mM evoluciona
HMGA1b(1-90) | A TAT,AT, . _ .
M61 03mM 0.1mM (3:1) (-), 25 MM HEPES-Na, pH=7 ©) MPD 2 plans de SF
HMGA1b(1-90) | ATATLAT, . . _ .
M62 0.3mM 0.1mM (3:1) (-), 25 mM Tris-HCI, pH=7,5 -) MPD 2 plans de SF
V63 HMGA1b(1-90) | A TATLAT, 3:1) 5 mM MgCl,, 25 mM Tris-HCI, no 42 MPD /5% [SF que no
0,3mM 0,2mM ' pH=75 isoprop. [ewoluciona
M64 HMGA1b(1-90) | A TATLAT, 3:1) 5mM MgCI?; 25 mM (NHy4)Ac, no43 MPD SF qug no
0,3mM 0,1mM 25 mMTris-HCI, pH=7,5 evoluciona
M65 HMGA1b(1-90) | A TATLAT, 3:1) 5 mMMgCl;, 25 mM NaCac, 8R MPD SF qug no
0,3mM 0,1ImM pH=6 ewvoluciona
ME6 HMGA1b(1-90) | A TATLAT, 3:1) 5 mM MgCl,, 25 MM HEPES- . 16R MPD SF qug no
0,3mM 0,1mM Na, pH=7 Variants ewvoluciona
- n® 15
M67 HMGA1b(1-90) | A TATLAT, 3:1) 10 mM MgCl,, 25 mM NaCac, 9R MPD SF qug no
0,3mM 0,1mM pH=6 ewoluciona
ves  |TMGALD(1-90) | ATATAT, (3:1) 10 mM MgCl,, 25 mMHEPES- 17R MPD SFque no
0,3mM 0,1mM Na, pH=7 ewvoluciona
M69 HMGA1b(1-90) | ATATLAT, 3:1) 7 mM CacCl,, 25 mMNaCac, ML MPD SE mindscula
0,3mM 0,1mM pH=65
M70 HMGA1b(1-90) | ATATLAT, 3:1) 50 mMNacCl, 25 mMHEPES- M2 MPD SF qug no
0,3mM 0,1mM Na, pH=7 evoluciona

Taula B.5: Condicions de les gotes de la série 3. SF, separacio de fases. Les gotes M59-M63
sén proves sense sal afegida a la gota (només la procedent de I'estoc de proteina).

Observacions:

La temperatura a la qual s’han conservat totes les gotes és 4°C.

L’estoc de partida de la mostra de proteina d’aquesta série és: HMGA1b(1-90)
Fr.22-23, 1.77 mM en 50 mM NaCl, 25 mM Tris, pH= 7.5 (prové de la mostra B).

Les concentracions finals dels pous oscil-len entre el 45-51% de precipitant
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o Série 4: HMGA1b(1-90) + A,TA,T,AT, (relacié 2:1)

N° Natrix/
5 . . Relacio . Precipitant .
Capsula Proteina Oligo ) Sals,Tampd, pH a la gota Nom P Observacions
P:O a pou
tampé
mrr  |TMCALDU-00) | ATATAT,| ) ) (), 25 mMNaCac, pH=6 ®) mMpp  |SFaueno
0,4mM 0,2mM evoluciona
HMGAL1b(1-90) | A, TAT,AT, . _ . SFen unracé
M72 0.4mM 0.2mM (2:1) (), 25 mMNacCac, pH=6,5 “) MPD de la gota
mrg  |HIMOALBU-90) | ATATAT: o0y | () 55 mMHEPES-Na, pH=7 ®) mpp  |SFaueno
0,4mM 0,2mM evoluciona
mra  |HMCALBU-90) | ATATAT: | o)y | () o5 MM Tris-HCI, pH=7.5 ®) mpp  |SFaueno
0,4mM 0,2mM evoluciona
M75 HMGA1b(1-90) | A, TAT,AT, 1) 5 mM MgCl,, 25 mM Tris-HCl, o 42 MPD /5% |SF que no
0,4mM 0,2mM ) pH=7,5 isoprop. |ewoluciona
w76 |HMGALD(1-90) | ATATAT, 1) 5mM MgCI'z; 25 mM (NH,)Ac, 25 noa3 VPD SFque no
0,4mM 0,2mM mM Tris-HCI, pH=75 evoluciona
M77 HMGA1b(1-90) | A, TAT,AT, @:1) 5 mMMgCl,, 25 mMNaCac, aR MPD SF en unracé
0,4mM 0,2mM pH=6 de la gota
M78 HMGAL1b(1-90) | A, TAT,AT, 1) 5 mM MgCl,, 25 mM HEPES- . 16R MPD SFen unraco
0,4mM 0,2mM Na, pH=7 Variants de la gota
- n° 15
M79 HMGAL1b(1-90) | A, TAT,AT, @1) 10 mM MgCl,, 25 mM NaCac, oR MPD SF qug no
0,4mM 0,2mM pH=6 ewoluciona
vgo | HMGALD(1-90) | ATATAT, 21 10 mM MgCl,, 25 mMHEPES- 17R MPD SF que no
0,4mM 0,2mM Na, pH=7 evoluciona
MB1 HMGALb(1-90) | A, TAST,AT, @) 7 mM CacCl,, 25 mMNacCac, ML MPD SF qug no
0,4mM 0,2mM pH=6,5 evoluciona
V82 HMGA1b(1-90) | A, TAT,AT, 1) 50 mMNacCl, 25 mMHEPES- M2 MPD SF qU(=T no
0,4mM 0,2mM Na, pH=7 evoluciona

Taula B.6: Condicions de les gotes de la serie 4. SF, separaci6 de fases. Les gotes M71-M74
son proves sense sal afegida a la gota (només la procedent de I'estoc de proteina i del
tampo).

Observacions:

- Latemperatura a la qual s’han conservat totes les gotes és 4°C.

- L’estoc de partida de la mostra de proteina d’aquesta série és: HMGA1b(1-90)
Fr.22-23, 1.77 mM en 50 mM NaCl, 25 mM Tris, pH= 7.5 (prové de la mostra B).

- Les concentracions finals dels pous oscil-len entre el 41-50% de precipitant
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o Seérie 5: HMGA1Db(1-90) +G3AsT5Cs (relacio 2:1)

Capsula

Proteina

Oligo

Relaci6

P/O

Sals,Tampd, pH a la gota

N° Natrix /

Nom

Precipitant

pou

Observacions

tampo

MB3 HMGA1b(1-90) | GsAsTsCs 1) (), 25 MM NaCac, pH=6 O MPD SF que acaba
0,4mM 0,2mM precipitant
M84 HMGA1b(1-90) | G3AgTsCs @1) (), 25 mMNaCac, pH=6,5 o MPD SF q_u(_e acaba
0,4mM 0,2mM precipitant
M85 HMGALD(1-90) | GATCa | (5.1) | (), 25 mMHEPES-Na, pH=7 o) mpp  |SF Sembla
0,4mM 0,2mM que precipita
M86 HMGALb(1-90) | GATCa| 5 1) | () 25 mM Tris-HCI, pH=7,5 8 mpp  [SF-Sembla
0,4mM 0,2mM gue precipita
- 1S - 0,
M87 HMGA1b(1-90) G3AsT3C3 1) 5 mM MgCl,, 25 mM Tris-HCI, no 42 MPD/S/o 2 plans de SF
0,4mM 0,2mM pH=7,5 isoprop.
. HMGALb(1-90) | GaAsT:Cs 1) 5mM MgCI?; 25 mM (NH,)Ac, 43 VPD 2 plans de SF
0,4mM 0,2mM 25 mM Tris-HCI, pH=7,5
HMGALb(1-90) | GeAGT:C 5 mMMgCl, , 25 mMNaCac 2 plans de SF.
M89 3 (2:1) 2 ' 8R MPD  |Un dells acaba)
0.4mM 0,2mM pH=6 L
precipitant
M90 HMGA1b(1-90) | G3AsTsC3 @1) 5 mM MgCl,, 25 MM HEPES- 16R MPD Esf.erulltes
0,4mM 0,2mM Na, pH=7 . petites
Va(r)leinsts Enunpladela
n -
Mol HMGA1b(1-90) | G3AgTsCs @1) 10 mM MgCl,, 25 mM NaCac, oR MPD gota} precipitat,
0,4mM 0,2mM pH=6 en l'altre esferu
lites petites
HMGALD(1-90) | GAGT,C 10 MM MgCl,, 25 mM HEPES- SFamb forma
M92 3 (21) 9%z 17R MPD  |d'agulles que
0,4mM 0,2mM Na, pH=7 .
no evoluciona
93 HMGALb(1-90) | GaAsT:Cs (2:1) 7 mMCacCl,, 25 mM NaCac, ML MPD 2 plans de SF
0,4mM 0,2mM pH=6,5
M4 HMGA1b(1-90) | G3AsTsC3 @1) 50 mM NacCl, 25 mMHEPES- M2 MPD Gota tQtaIment
04mM 02mM Na, pH=7 precipitada

Taula B.7: Condicions de les gotes de la série 5. SF, separacio de fases. Les gotes M83-M86

Observacions:

tamp0).

- Latemperatura a la qual s’han conservat totes les gotes és 4°C.

son proves sense sal afegida a la gota (només la procedent de l'estoc de proteina i del

- L'estoc de partida de la mostra de proteina d’aquesta série és: HMGA1b(1-90)
Fr.22-23, 1.77 mM en 50 mM NaCl, 25 mM Tris, pH= 7.5 (prové de la mostra B).

- Les concentracions finals dels pous oscil-len entre el 31-44% de precipitant.
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Memoria

Serie 6: RKPRGRPKK + A, TA,T,AT, (relaci6 4:1)

péptid

Oligo

Relacié Sals, tampd, pH

P/O

ala gota

N° Natrix /
Nom
tampo

Precipitant
pou

Observacions

Apareixen cristalls liquids que no
ewolucionen.Es va afegir a la gota un
Mo5 11/9b ATATLAT, @1 10 mM MgCl,, 25 ne7 MPD volum suﬁcnentld,e NacCl per acabar amQ
0,8mM 0.2mM mM MES, pH=6 una concentraci6 extra de 10 mM. Aparei
xen uns cristalls que s'han de fondre.
Després es formen petites esferulites
Es van formar unes varetes no prou
bones com per a ser pescades. Es van
fondre i van sortir nous cristalls petits i
11/9b TAT,HAT, 20 mM MgCl,, 25
M96 ATATAT, (4:1) mMMe&ta, n°15 MPD tampoc prou bons com per a ser
0,8mM 0,2mM mM NaCac, pH=6 \ R
pescats. S'afegeix NaCl al pou com a
precipitant, pero no s'observen millores
(v.fig 6.14)
111/9b ATATLAT, 20 mM MgAc, 25 ° Esferulites que no presenten cap
: n°16
Mo7 0,8mM 0,2mM 1) mM NaCac, pH=6 MPD ewolucié
Agulles petites que no creixen prou com
5 mM MgCl,, 25 . -
Mos 11/9b ATATLAT, @1) mMTris-HCI, no 42 MPD per a ser pescades. E; .prova d afeglr al
0,8mM 0,2mM H=7 & pou NaCl (com a precipitant), tot i aixi no
pr=/, millora (v.fig 6.14)
MMgCly; 2 . N .
sb ATATAT 5m gClz: 25 Agulles molt brillants pero petites, no es
M99 0.8mM o 22 2M 2 (4:1) mM ('NH“)AC' 25 n°43 MPD poden pescar. També apareixen dues
’ =M mMTris-HCI, pH= varetes petites.
75
7 mM CaCl,, 25 . P .
11/9b ATATLAT, . m atla SF molt brillant al principi, i posterior
M100 (4:1) mM NacCac, M1 MPD S . .
0,8mM 0,2mM aparicid d'esferulites molt petites
pH=6,5
Agulles que creixen a poc a poc. Algunes
M101 W9b | A TATAT, (4:1) 5 mMMgClz, 25 8R MPD varetes, amb costats no rectes i puntes
0,8mM 0,2mM mM NaCac, pH=6 )
rodones (v.fig 6.14)
5 mM MgCl,, 25
M102 I/9b ATATAT, (4:2) MM HEPES-Na, 16R MPD Varetes amb molts defectes
0,8mM 0,2mM _
pH=7 Variants
n° 15 i incipi .
M103 111/9b ATATLAT, @1) 10 mM MgCl,, 25 R MPD SF molt brillant al principi, que s'acaba
0,8mM 0,2mM mM NaCac, pH=6 degradant
9,1 mMMgCl ,, . . . -
I1/9b  |A,TA,T,AT, . 17 Apareixen uns petits cristalls liquids que
M104 0,72mM 0,18mM @1 22,7 mMHEPES- R MPD es degraden rapidament
Na, pH=7
Taula B.8: Condicions de les gotes de la série 6. SF, separacio de fases.
Observacions:

La temperatura a la qual s’han conservat totes les gotes és 4°C.

El peptid I11/9b es correspon amb el tercer AT-hook de la proteina HMGA1b(1-90),
és a dir RKPRGRPKK

Gota M104 té una concentracié diferent de la resta de la série pels estocs de
péptid de partida.

Concentracions finals dels pous oscil-len entre el 43-69% de precipitant. Les que

contenen NacCl al pou tenen entre 200 mM i 600 mM.
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o Série 7: RKPRGRPKK + A, TA,T,AT, (relacié 2:1)

Relaci6  Sals,Tampd, pHa la NENatrix Precipitant
Capsula Peptid Oligo : po. P Nom P Observacions
P/O gota A pou
tampo
S'obtenen varetes de mala qualitat
MLO5 W/9b | ATATLAT, @1 10 mM MgCl,, 25 mM MES, o7 MPD que es foqen. Apanf,qxen algunes
04mM [ 0,2mM pH=6 varetes millors, pero encara pre-
senten defectes (v.fig 6.15)
S'obtenen agulles de mala qualitat
que es fonen. Tornen a apareixer
N/9b | A, TAT,LAT, 20 mMMgCly, 25 mM ;
M106 2:1 °15 MPD
04mM | 02mm (2:1) NaCac, pH=6 n algl{nes agulles i alguna vareta,
perd amb forca defectes (v.fig
6.15)
Apareixen forga varetes molt fines,
que semblen agulles. Creixen una
ML07 N/9b | A, TAST,AT, @1) 20 mM MgAc, 25 mM 916 MPD mica. Una d'elles brilla prou com.
0,4mM [ 0,2mM NaCac, pH=6 per a ser pescada. Es congela i
difracta un cristall d'aquesta
gota (52% MPD al pou)
Apareixen unes varetes bones que
. es fonen espontaniament. Reapa-
/9b | A TATLAT, 5 mM MgCly, 25 mM Tris- >
M108 2:1 n°42 MPD
0.4mM 0.2mM (2:1) HCI, pH=7.5 reixen algunes varetes amb molts
defectes com per a ser pescades
(v.fig 6.15)
S 125
M109 G A is- ne43 MPD _ . i
04mM [ 0,2mM @1 (NHa)AC, 2:T7M5T”S Hel, donides. S'afegeix NaCl al pou
pR="7, perd no s'observen millores
Apareixen unes varetes molt peti-
/9b | A, TAT,LAT. 7 mM CacCl,, 25 mM NaCac tes que s'acaben degradant i s'ob-
M110 2021 (2:1) 2 ' M1 MPD serva |'aparicié de SF. S'afegeix
04mM [ 02mM pH=6,5 N ,
NaCl al pou perd no s'obsenen
millores
e Taula B.9: Condicions de les gotes de la serie 7. SF, separaci6 de fases.
Observacions:

- Latemperatura a la qual s’han conservat totes les gotes és 4°C.

- El péptid I1l/9b es correspon amb el tercer AT-hook de la proteina HMGA1b(1-90),
és a dir RKPRGRPKK

- Concentracions finals dels pous oscil-len entre el 30-56% de precipitant. Les que
contenen NaCl al pou tenen entre 544 mM i 560 mM.
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ANNEX C: ESTUDI ECONOMIC DEL PROJECTE

Per a realitzar I'estudi economic d’aquest projecte, s’ha tingut en compte diferents aspec-
tes:

a) Cost associat als productes quimics. Entre ells, es troben els oligonucleotids i el
péptid sintetic. Cal comentar que, normalment, no s’ha utilitzat la totalitat del lot
comprat. En aquests casos, s’aplica un factor d’is que es correspon amb el percen-
tatge gastat de cada lot.

b) Cost associat als materials. Entre ells es troben els eppendorfs, capsules,
concentradors, etc. Es considera el preu unitari de cadascun i el nimero total
d’unitats utilitzades.

c) Cost associat al personal del laboratori. En aquesta part, es té en compte les hores
dedicades per part de la investigadora (2000 h) aixi com de les directores (100h).

d) Cost associat als equips. Es tenen en compte tots els equips utilitzats durant el
projecte. S'ha suposat un periode d’amortitzacié de 10 anys per a cada aparell, s’ha
tingut en compte el temps que ha durat el projecte (15 mesos) i les persones que
han utilitzat 'aparell.

e) Cost associat a despeses generals. Aquestes despeses serien l'electricitat, 'aigua,
material basic de laboratori i d’oficina, etc. S’ha pres un valor del 10% de la suma
dels costos anteriors.

Observacio: els costos associats a productes, materials i equips s’han dividit en les
dues parts diferenciades d’aquest projecte. Una es correspon amb la d’obtencié de la
proteina, i I'altra part és la de cristal-lografia.

A continuacid, apareixen les taules amb el desglossament de tots els productes,
materials i equips utilitzats, aixi com el cost associat a cadascun d’ells.
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Productes Quantitat lot Preu lot (€) Factor d'Gs  Cost (€)
Expressio i purificacio
Plasmidi amb gen HMGA1b(1-90)* 0,00
Soca Rosett.a(D.EB)pl._ysS 0.00
d’Escherichia coli* ’
Ampicil-lina 19 0,91 0,0055 0,01
Triptona 500 g 48,15 0,1 4,82
Medi LB Extracte de llevat 500 g 24,00 0,05 1,20
NaCl 5009 30,60 0,1 3,06
Agar 500 g 54,00 0,004 0,22
IPTG 1g 91,80 1,5 137,70
Trit6 X-100 100 mi 37,20 0,025 0,93
Reactius HClO, 500 ml 58,30 0,08 4,66
”Sa:;?mm;rt‘t TCA 100 g 29,50 1 29,50
bacteria Acetona 1000 ml 18,31 0,6 10,99
HCI 1000 ml 29,92 0,0005 0,01
Resina per columna CM52 500 g 322,00 0,004 1,29
Columna Spdx 75 30/100 24 ml 1474,00 1 1474
Reactius per Tris 1000 g 65,48 0,01 0,65
columna NaCl 1000 g 17,00 0,04 0,68
acrilamida 500 g 157,00 0,4 62,80
bisacrilamida 100 g 89,42 0,054 4,83
Reactius per Tris 1000 g 65,48 0,07 4,58
agels SDS 100 g 82,80 0,016 1,32
TEMED 100 ml 25,63 0,009 0,23
PSA 59 12,21 0,25 3,05
Reactius per Tris 1000 g 65,48 0,15 9,82
tamp6 Glicina 1000 g 84,20 0,72 60,62
cubeta SDS 100 g 82,80 0,25 20,70
Tris 1000 g 65,48 0,0006 0,04
Reactius per Gilicerina 1000 ml 26,89 0,006 0,16
tampo de SDS 100 g 82,80 0,012 0,99
mostres Mercaptoetanol 100 ml 35,70 0,03 1,07
Blau de bromofenol 59 37,80 0,012 0,45
Reactius per Isopropanol 11 19,90 0,2 3,98
solucié Ac. Acétic 1 14,20 0,2 2,84
tenyidora Blau coomassie 100 g 135,50 0,05 6,78
Reactius per| 5o5r0nanol 11 19,90 02 3,98
a solucio
destenyidora Ac. Acétic 1 23,90 0,2 4,78
Reactius per a dialisi (Tris) 1000 g 65,48 0,005 0,33
SUBTOTAL 1863,08
Cristal-lografia
Oligo GGGAAATTTCCC 2mg 300,00 0,75 225,00
Oligo AATAATTATT 3,3 mg 200,00 0,60 120,00
Péptid RKPRGRPKK 7mg 1500,00 0,01 15,00
Isopropanol 1000 ml 19,90 0,05 1,00
MPD 500 ml 44,30 2,00 88,60
PEG 400 1000 ml 30,74 0,40 12,30
PEG 4000 250 g 15,50 0,05 0,78
Tampons Natrix H2-116 0,5 ml /tampd 140,00 0,02 2,80
Altres sals per fer gotes - 1,00 1,00 1,00
Nitrogen liquid 11 0,72 5,00 3,60
SUBTOTAL 470,07
TOTAL 2333,15)

Taula C.1: Cost total dels productes, dividit en les dues parts del projecte. *cedit pel Dr. Reeves
(Washington State University).
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Materials Preu unitat  Unitats Cost (€)
Expressio i purificacio
Carcassa columna gran 154,00 1 154,00
Vivaspin 6 7,31 2 14,62
Vivaspin 4 4,57 4 18,29
Centriplus YM3 7,67 2 15,33
Bosses per a dialisi (preu/m) 15,00 0,8 12,00
Eppendorfs (preu/bossa) 69,30 15 103,95
Puntes pipetes blaves (preu/bossa) 21,66 2 43,32
Puntes pipetes grogues (preu/bossa) 13,68 2 27,36
Puntes pipetes blanques (preu/bossa) 11,80 1 11,80
Cubetes plastic per cultius 0,10 8 0,80

SUBTOTAL 401,47

Cristal -lografia

Capsules 0,12 110 13,20
Crioloops 7,5 1 7,50
Eppendorfs (preu/bossa) 69,3 1 69,30
Puntes pipetes blaves (preu/bossa) 21,66 1 21,66
Puntes pipetes grogues (preu/bossa) 13,68 1 13,68
Puntes pipetes blanques (preu/bossa) 11,8 0,5 5,90
Cubetes quars per a espectrofotometre 90 2 180,00
Altres (pots estérils, xeringues, filtres...) 15 1 15,00
SUBTOTAL 326,24
[TOTAL 727.71

Taula C.2: Cost total dels materials, dividit en les dues parts del projecte.

Personal Preu/h Hores Cost (€)
Investigadora 15 2000 30000
Directores 32 100 3200
TOTAL 33200

Taula C.3: Cost total del personal del laboratori.
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Equip de laboratori Preu Amortitzacié (anys) N° persones Cost (€)
Part obtenci6 de la proteina
Congelador -80°C 10 15 0,00
Congelador -20°C 600 10 5 15,00
Newera 4°C (laboratori) 500 10 5 12,50
Estufa 37°C 10 5 0,00
Bany 37°C 10 5 0,00
Incubadora/agitador 37°C + accessoris 8900 10 5 222,50
Bunsen 10 5 0,00
Espectrofotometre UV 10 6 0,00
Rentaplats material laboratori 4840 10 10 60,50
Autoclau 10 5 0,00
Purificador aigua 6300 10 8 98,44
Cromatograf BioRad + col-lector mostres Gilson 10 5 0,00
Escaner de gels Gel Doc XR (Bio-Rad) 10579 10 5 264,48
Akta Purifier GE Healthcare 38330,8 10 5 958,27
Armari refrigerat per Akta Purifier 3751,22 10 5 93,78
Pipeta Hamilton 57,55 10 5 1,44
Font electrica per electroforesi 720 10 5 18,00
Cubetes per electroforesi gran + accessoris 850 10 5 21,25
Cubetes per electroforesi petita + accessoris 470 10 5 11,75
Microfuga 1000 10 5 25,00
Mini-centrifuga 160 10 5 4,00
Centrifuga 26750 10 20 167,19
Rotors GSA 8500 10 20 53,13
Rotor SS34 5200 10 20 32,50
Vortex 10 5 0,00
pHmetre 1500 10 20 9,38
Balanca 1000 10 20 6,25
Agitador magnétic 200 10 5 5,00
Micropipetes 1356 10 5 33,90
Material de laboratori (erlenmeyers, prowetes, gots...)| 200 10 5 5,00
TOTAL |2119,24
Part cristal-lografia
Microscopi optic 20000 10 8 312,50
Balanga de precisi6 1300 10 15 10,83
Newvera 4°C (cambra freda) 500 10 10 6,25
Material per a la congelaci6 (recipients, eines...) 10 10 0,00
Camera digital per microscopi 400 10 10 5,00
Equips Parc Cientific Barcelona 700 1 5 175,00
Ordinadors per al processament de dades 903,48 5 7 32,27
Llicéncia programes Denzo i Scalepack 5 7 0,00
TOTAL 541,85
TOTAL 2661,09

Taula C.4: Cost total associat als equips del laboratori, dividit en les dues parts del projecte. Hi ha
alguns equips amb cost nul perqué es consideren ja amortitzats.

e

@
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A continuacié, es mostra el cost total del projecte, desglossat en els factors mencionats
anteriorment.

Concepte Cost

Expressi6 i purificacié | 1.863,1 €
Productes - -
Cristal-lografia 470,1 €
) Expressié i purificacié 401,5€
Materials - -
Cristal-lografia 326,2 €
. Expressioé i purificacié | 2.119,2 €
Equips - -
Cristal-lografia 5419 €
Directores 3.200 €
Personal -
Investigadora 30.000 €
Despeses generals (10%) 3.892 €
TOTAL| 42.814,1 €

Taula C.5: Cost total desglossat del projecte.

Es pot observar que el cost total del projecte és d'uns 43.000 €.

Aproximadament un 70% d’aquest cost ve associat al sou de l'investigador. Tot i que hi ha
molts equips, el pressupost d’aquest apartat no és tan elevat degut al periode d’amor-
titzacio escollit de 10 anys, tret de casos especials.
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ANNEX D: ESTUDI DE L'IMPACTE AMBIENTAL

En aquest apartat es fara una referéncia a I'impacte que pot ocasionar el projecte a I'entorn.
Seguint la guia “Consideraciones ambientales para los PFC” [29], s’entén com entorn el
conjunt de persones, ecosistemes, béns, cultura, estructura socioecondomica, etc. que
conformen el nostre marc d’actuacions.

Cal tenir en compte que el treball realitzat s'emmarca dins d’'una fase prévia d’investigacio
al laboratori. En aquest sentit s’ha volgut considerar també l'impacte ambiental durant
I'etapa d’experimentacié al laboratori.

a) Avaluacié de I'impacte ambiental

El present projecte es basa en un estudi d’investigacié que, en aquest cas, no és aplicable
a escala industrial. Tant les purificacions com els assajos cristal-lografics realitzats en
aguest projecte sOn experiments previs necessaris per a poder arribar a coneixer
I'estructura tridimensional dels complexos proteina-DNA estudiats. | és aquest coneixement
el que pot resultar Gtil per desenvolupar nous farmacs. Per tant, no és possible avaluar
l'impacte ambiental de la possible aplicacié futura dels resultats obtinguts en aquest treball.
No obstant aixd, si que es por afirmar que tindrien un potencial impacte social positiu. Les
proteines HMGA estan involucrades en molts processos cel-lulars normals, perd també
tenen una influéncia en processos patologics com ara el cancer. Un coneixement exhaustiu
de l'estructura que assoleix un complex d’aquesta proteina amb el DNA podria ser molt
positiu en la lluita contra el cancer.

b) Avaluacié de I'impacte ambiental de I’experimentacio

Els aspectes que poden crear una alteraci6 més important tant al medi ambient com a la
salut personal sén, majorment, els productes quimics que es manipulen en aquest projecte.
D’acord amb les bones practiques de laboratori, s’han seguit sempre les precaucions
necessaries per la seva manipulacio6 i recollida dels residus.

A continuacio, es presenta un breu llistat dels processos als quals s’utilitzen els productes
amb un impacte ambiental potencialment major:
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- Cultius de bacteris: les restes dels cultius liquids i les plaques d’agar es desinfecten
amb lleixiu per a evitar la proliferacié de bacteris abans de descartar-los.

- Tractament del sediment bacteria: aquest procediment es porta a terme utilitzant
acid percloric (HCIOy) i trité-100. Ambddés productes son irritants i nocius, tot i que
s’utilitzen en concentracions prou baixes com per a que no comporti un risc signifi-
catiu. També es treballa amb TCA, que és corrosiu i perillos pel medi ambient.

- Preparacio de les mostres per electroforesi: un dels components és el mercaptoeta-
nol, que conté un grup sulfhidril. Per manipular aguest compost a més de fer servir
mascareta, ulleres de proteccié i guants, cal treballar a la campana per evitar
dispersio de males olors. Tot i aixi es treballa amb concentracions forca diluides.

- Preparacio dels gels electroforétics: per a polimeritzar els gels s'utilitzen solucions
d’'acrilamida, que s’han preparat dissolent acrilamida en pols. Aquest producte és
inflamable, pot produir gasos toxics i irritar els ulls, la pell i el tracte respiratori. Es
una substancia neurotodxica, que pot provocar problemes greus si s'esta exposat
prolongadament. Per tot aixd, és imprescindible manipular-la amb molta cura
mentre es prepara la dissolucié, utilitzant guants, bata, mascara i ulleres. Per a
minimitzar la manipulacié d’acrilamida en pols, es prepara un estoc relativament
gran de la dissolucid, i es conserva a la nevera. Quan l'acrilamida polimeritza deixa
de ser perillosa.

- Congelacio i difraccié de cristalls: durant aquestes etapes s’utilitza nitrogen liquid,
per a la conservaci6 dels cristalls. El nitrogen liquid produeix gasos inerts que, a al-
tes concentracions, podrien ocasionar riscos d'asfixia. Per aix0 s’ha treballat en una
sala dotada d’un extractor de gasos per a dispersar els gasos inerts, evitant arribar
a concentracions perilloses.

Els residus han estat gestionats per 'empresa EcoCat. Les pautes seguides per a la
separacid de residus, aixi com per a la seva classificaci6 es poden trobar a:
http://www.upc.edu/sostenible2015/ambits/la-gestio-interna/residus/gestio-de-residus-de-
laboratori.




