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Resumen

Las actividades relacionadas con el ADN como la transcripcion, replicacion, recombinacién y
reparacién implican cambios en la estructura del ADN y en la organizacion de la cromatina.

Estos cambios estructurales dependen de su interaccion con proteinas.

Las proteinas HMGA1 (High Mobility Group A1) son miembros de una superfamilia de proteinas
de baja masa molecular, se encuentran en el nucleo de las células y modifican la conformacion
espacial del ADN. Actuan como factores de transcripcion arquitecténicos regulando la expresion
de numerosos genes. De esta manera influyen en muchos procesos celulares como el

crecimiento, el desarrollo embrionario, la diferenciacion, la proliferacién y la muerte celular.

Por otro lado, este grupo de proteinas esta relacionado con algunos procesos que afectan
negativamente el desarrollo normal de la célula como la integracion de los retrovirus en la
cromatina, la inducciéon de la transformacién neoplasica y la promocion de la metastasis,
participando asi en procesos celulares patoléogicos como la obesidad, la diabetes, la

arteriosclerosis y el cancer.

Los genes de la proteina HMGA1a humana son altamente expresados durante la

embriogénesis y practicamente en todos los canceres agresivos humanos.

Las interacciones HMGA1a-ADN se dan a través de los motivos de unién al ADN denominados
AT-hooks, los cuales se unen preferentemente a regiones ricas en AT (adeninas y timinas), en

el surco estrecho del ADN. Las proteinas HMGA1a cuentan con tres motivos AT-hooks.

Asimismo, se han encontrado una variedad de moléculas pequefas, naturales o sintéticas, que
interaccionan con secuencias de ADN en el mismo sitio de reconocimiento que las proteinas
HMGA1a, es decir, drogas que preferentemente se unen al surco estrecho del ADN en regiones

ricas en adenina y timina.

Para entender mejor el mecanismo por el cual estas proteinas y farmacos se unen al surco
estrecho del ADN es necesario determinar la estructura tridimensional de sus complejos con
ADN. Con ello, es posible proporcionar informacién valiosa para el estudio de las patologias
relacionadas con la sobreexpresién de la HMGA1a y el diseio de nuevos tipos de agentes

terapéuticos.
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Abstract

The DNA-related activities, such as transcription, replication, recombination and repair, involve
changes in the structure of the DNA and in the organization of the chromatin fiber. These

structural changes depend on the DNA-protein and protein-protein interactions.

The High Mobility Group 1 (HMGA1) proteins are members of a superfamily of low molecular
weight proteins, which are located in the cellular nucleus and modify the spatial conformation of
DNA. These proteins act as architectural transcription factors that regulate the expression of
several genes. Therefore, HMGA1 proteins affect many cellular processes such as growth,

embryonic development, differentiation, proliferation and apoptosis.

Furthermore, this group of proteins is related to some processes that negatively affect the
normal cell development, including the integration of retroviruses into genomes, the induction of
neoplastic cell transformation and metastatic tumor progression, leading to pathological

processes for instance the obesity, diabetes, atherosclerosis and cancer.

The HGMA1a gen is highly expressed during embryogenesis and practically in all human

aggressive cancers.

The HMGA1a-DNA interactions occur through DNA-binding motifs called AT-hooks, which
preferentially bind to the minor groove of chromosomal DNA at AT-rich (adenine and thymine

rich) regions. Each protein contains three AT-hooks motifs.

In addition, a variety of small molecules, natural or synthetic, have been found to interact within
DNA sequences at the same recognition site as the HMGA1a proteins, ie. drugs that

preferentially bind to the minor groove of AT-rich DNA.

For better understanding the mechanism by which these proteins and drugs bind to the minor
groove of DNA, it is necessary to determine the three-dimensional structure of their complexes
with DNA. Thus, valuable information will be provided to study pathologies related to the

HMGA1a overexpression and design new types of therapeutic agents.
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1 Prefacio
1.1 Origen del proyecto

El ADN es la molécula que codifica la informacién genética necesaria para el desarrollo y
funcionamiento de los organismos vivos. Debido a su importancia esencial y a la complejidad

estructural que posee es una de las macromoléculas mas estudiadas actualmente.

La estructura del ADN esta fuertemente relacionada con su funcion. Ademas, se sabe que dicha
estructura puede ser alterada por otras moléculas que interactian con algunas zonas

especificas del ADN.

Entre estas moléculas se encuentran las proteinas HMGA, las cuales se unen al surco estrecho
del ADN en secuencias ricas en adeninas (A) y timinas (T) por tres regiones denominadas AT-
hooks. Por otra parte, existen farmacos que interaccionan con el surco estrecho del ADN en el

mismo tipo de secuencias que las HMGA.

La importancia de las secuencias ricas en ATs no solamente recae en la interaccion con
proteinas y drogas, sino que ademas se sabe que estas secuencias son altamente repetidas en

el genoma de la mayoria de los organismos y se desconoce con certeza su funcion.

Existen numerosos estudios que aportan informacion importante acerca de las proteinas
HMGA. Sin embargo, se desconoce en gran medida el mecanismo de accion de estas proteinas

en los procesos celulares en los que participa.

En este trabajo se pretende estudiar la estructura tridimensional de los dominios funcionales de
la HMGA1a interactuando con fragmentos de ADN rico en adeninas y timinas. Ademas,
intentaremos conocer la estructura tridimensional de complejos de ADN ricos en ATs con dos

farmacos de unién al surco estrecho del ADN (MGBDs).
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2 Introduccion
2.1 Objetivos del proyecto

Los objetivos concretos de este proyecto son el estudio de las estructuras tridimensionales de
los complejos de oligonucledtidos sintéticos con secuencias especificas ricas en adeninas y
timinas con un fragmento de la proteina HMGA1a [HMGA1a(A50-91)], asi como con dos

farmacos que se unen al surco estrecho del ADN (MGBDs): 1) la droga P10y, 2) la droga R05.

El fragmento HMGA1a(A50-91) corresponde a la region entre los aminoacidos 50 y 91 de la
proteina HMGA1a humana y contiene dos de los tres dominios de unién al ADN de la proteina
(los AT-hooks 2 y 3). Dicho fragmento se obtendra mediante su expresion en la bacteria
Escherichia coli utilizando la técnica del ADN recombinante. Posteriormente, se purificara la

proteina hasta alcanzar el grado de pureza necesaria para los ensayos cristalograficos.

A continuacion, se haran distintos ensayos cristograficos por medio de la técnica de difusion de
vapor con gota colgada, tanto de los complejos ADN-HMGA1a(A50-91) como de los complejos
ADN-MGBDs. Los mejores cristales obtenidos de estos ensayos se difractaran en las
instalaciones de la Plataforma Cristalografica del Parc Cientific de Barcelona y en el Sincrotron

Alba de Barcelona.

2.2 Alcance del proyecto
El proyecto comprende las siguientes etapas:

= Expresion de la proteina HMGA1a(A50-91) en un cultivo de la bacteria E. coli (cepa
Rosetta (DE3) pLysS).

» Purificacion de la proteina HMGA1a(A50-91) recombinante por medio de cromatografia
de intercambio catidénico seguida de cromatografia de exclusion molecular.

» Anadlisis de la interaccion entre la HMGA1a(A50-91) y el oligonucledtido de secuencia
CCAATAATCGCGATTATTGG, para determinar las condiciones de cristalizacion del

complejo mas favorables.
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» Ensayos cristalograficos con la proteina HMGA1a(A50-91) obtenida y el oligonucleétido
de secuencia CCAATAATCGCGATTATTGG.
» Ensayos cristalograficos de los complejos de las drogas P10 y RO5 con las siguientes
secuencias ricas en AT:
o AATATATATATT [A(AT)sT]
o CATATATATG [C(AT)4G]
= Difraccién de rayos X en la Plataforma Cristalografica del Parc Cientific de Barcelona y
en el Sincrotron Alba de Barcelona de los mejores cristales obtenidos y analisis de sus

diagramas de difraccion.
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3 EI ADN y su unién con proteinas y drogas

3.1 EIADN

El acido desoxirribonucleico (ADN) es una de las moléculas esenciales para todos los
organismos vivos. Esta molécula es un biopolimero formado por la unién de nucleétidos,

constituidos a su vez por una base nitrogenada, un azucar y un grupo fosfato (Fig. 3-1).

Base
Nitrogenada

Fosfato 4 g
O—Ii—-O—CH 5
0] Pentosa

Fig. 3-1. Las tres subunidades de un nucleétido de ADN: una base nitrogenada, un azucar de cinco
carbonos (la 2-desoxirribosa) y un grupo fosfato.

Se denomina acido desoxirribonucleico debido a que el azucar que contiene es la pentosa 3-D-
2-desoxirribosa. Unido al carbono 1’ de la pentosa se encuentra la base nitrogenada, la cual
puede ser una purina (adenina (A) o guanina (G)), o bien, una pirimidina (citosina (C) o timina
(T)) (Fig. 3-2.). Asimismo, los nucleétidos se unen entre si por medio de enlaces fosfodiéster

entre el carbono 3’ de la pentosa de un nucleétido y el carbono 5’ de la pentosa de otro.

Las moléculas de ADN forman una doble hélice formada por dos largas cadenas de nucleétidos
en posicion antiparalela, es decir, una de las hebras tiene orientacion 5 > 3’ y la otra hebra se
orienta 3’ > 5’ (Fig. 3-3).
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Fig. 3-2. Estructuras quimicas de las bases nitrogenadas del ADN. A la izquierda las purinas: adenina y
guanina; a la derecha las pirimidinas: timina y citosina.

La doble hélice se mantiene estable debido a la formacion de puentes de hidrégeno entre las
bases asociadas a cada una de las dos hebras de la hélice. La base de una hebra forma un
enlace Unicamente con un tipo de base de la otra hebra, a esto se le denomina
complementariedad de las bases. Asi, las purinas forman enlaces con las pirimidinas, de
manera que A se une solamente a T y C se une Unicamente a G, formando dos y tres puentes
de hidrégeno respectivamente (Fig. 3-3). El fundamento bioquimico de este apareamiento de
bases fue propuesto en 1953 por Watson y Crick en base a los datos obtenidos de ensayos
analiticos y estudios de difraccion de rayos X por Rosalind Franklin (Watson y Crick, 1953). La
propuesta de estos autores consistia en dos cadenas de nucledtidos enrolladas entre si
formando una doble hélice dextrogira, a la que mas tarde denominaron estructura secundaria

de forma B.

La estructura propuesta por Watson y Crick es la forma predominante en las células. La forma B
presenta un didametro aproximado de 20 A, diez pares de bases (pb) por vuelta y un paso de

hélice de 33.8 A, por lo que tiene una distancia entre pares de bases de aproximadamente 3.38

A
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Fig. 3-3. Esquema de la estructura secundaria del ADN. Se muestra el esqueleto azucar-fosfato
formando la doble hélice y las cuatro bases nitrogenadas en su interior. Se sefialan los parametros
principales de la doble hélice. (Adaptado de http://gema-miblogdecmc.blogspot.com.es/2012/04/elimpre
scindible-de-la-vida-ej-1-t-5.html).

Sin embargo, la forma B no es la Unica estructura secundaria que existe. EI| ADN también se
puede encontrar en forma A, forma Z, forma C y forma D. Asimismo, al apareamiento de bases
que propone Watson y Crick se le suman otros que también adopta el ADN, entre ellos el
Hoogsteen (Hoogsteen, 1959). Este tipo de apareamiento de bases presenta distintos enlaces
por puentes de hidrogeno que el apareamiento Watson y Crick debido a que las purinas estan

giradas 180° respecto al enlace glucosidico.

Las funciones bioldgicas del ADN incluyen el almacenamiento de toda la informacion genética
(secuencia de genes y genoma), la transcripcion a ARN y posterior traduccion a proteinas, y la
duplicacion del material genético para transmitir la informacién a las células hijas durante la

division celular.

La secuencia de ADN que conforma el genoma humano contiene codificada informacion en
forma de genes. Las secuencias relacionadas con los genes representan solo el 30% del total
del genoma. El otro 70% de ADN se le denomina ADN extragénico. Alrededor del 70% del ADN
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extragénico corresponde a secuencias repetitivas de ADN (cerca del 50% del total del genoma
humano). Ademas, el 95% de las secuencias relacionadas con los genes no codifican, por lo
que solo el 1,5% del total del genoma humano son secuencias que codifican proteinas (Lander
et al., 2001).

A pesar de que las regiones repetitivas de ADN extragénico constituyen la mayor parte del
genoma humano y del hecho de presentar un alto grado de conservacién evolutiva, no se
conoce mucho sobre la funcidn que desempefian. Estas secuencias repetitivas estan
compuestas por una elevada cantidad de adeninas y timinas (Lander, et al. 2001), y aunque no

se sabe concretamente, se cree que juegan un rol estructural en la funcion del genoma.

La doble hélice de ADN rica en AT presenta distintas formas estructurales (forma B y D)
dependiendo de la humedad relativa, del tipo de cationes y de la concentracion de sal en la que
se encuentra (Leslie et al., 1980). El primer oligonucleétido conteniendo sélo AT del que se
determin6 su estructura por medio de rayos X fue el ATAT (Viswamitra et al., 1982). Esta
estructura contenia una doble hélice dextrogira antiparalela con enlaces puente de hidrégeno
entre adeninas y timinas tipo Watson y Crick. Sin embargo, posteriormente se demostré6 que
oligonucledtidos ricos en AT en ocasiones formaban doble cadena con pares de bases
Hoogsteen (Abrescia et al., 2004). Hay estudios que demuestran que algunos oligonucleétidos
que contienen solamente pares de bases AT presentan polimorfismos en su estructura
dependiendo de la concentraciéon de sales y de la temperatura a la que se encuentran (Zuo et
al., 1990).

Por lo anterior, resulta interesante el estudio de la estructura y funcidon de las abundantes
secuencias ATs no codificantes que conforman el genoma. Estas regiones no se presentan
unicamente en el genoma humano sino que también aparecen en el de otras especies (Campos
et al., 2006).

El grupo de investigacion MACROM estudia oligonucleétidos ricos en AT y su interaccién con
drogas, proteinas y péptidos. Estudios estructurales de varias secuencias ricas en AT con
drogas como la pentamidina muestran que distintas secuencias adoptan distintas
conformaciones, distinguiéndose la secuencia d(ATATATATAT), con una conformacién de
hélice superenrollada de forma B estandar alternando pares de bases Watson y Crick, y

Hoogsteen. En dicha estructura, la parte central de la droga se une al surco estrecho de esta
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hélice (Moreno et al., 2010). Por otro lado, recientemente lograron por primera vez presentar la
estructura tridimensional de un complejo de oligonucleétido rico en AT con un péptido
correspondiente a un AT-hook (el AT-hook 3 de la proteina HMGA1a) (Fonfria-Subirds et al.,
2012).

3.2 Las proteinas HMGA y su unién con el ADN

Las proteinas HMG (High Mobility Group; proteinas de alta movilidad durante separaciones
electroforéticas) son proteinas cromosomales no histonas que regulan y facilitan varias
actividades relacionadas con el ADN como la transcripcidn, la replicacién, la recombinacion y la

reparacion (Bustin, 1999).

Las HMG son una familia de proteinas muy abundantes en las células de los organismos, estan
unidas al ADN o a nucleosomas de todas las células eucariotas y actuan como elementos
arquitecténicos, es decir, provocan cambios estructurales en la cromatina. La fidelidad de la
expresion génica esta altamente regulada por la estructura de las fibras de cromatina que
tienen relacién con cambios estructurales del ADN y con la actividad de la cromatina, asi se
sabe que estas proteinas tienen una influencia importante en el correcto o incorrecto desarrollo
celular (Hock et al., 2007). La familia de proteinas HMG se clasifica en tres: las HMGA, las
HMGB y las HMGN (Fig. 3-4).

La subfamilia de proteinas HMGA (anteriormente llamadas HMG-I/Y) ha suscitado especial
interés debido a sus inusuales caracteristicas y a su versatilidad biolégica (Reeves, 2001). Las
proteinas HMGA se unen al surco estrecho del ADN en pequefios tramos ricos en Adenina-
Timina (AT) por medio de regiones denominadas “AT-hooks”. Estos dominios funcionales de
union al ADN, caracteristicos de las proteinas HMGA, son altamente conservados en la

evolucion (Reeves, 2001; Fusco y Fedele, 2010).
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Fig. 3-4. Funciones arquitectonicas de las proteinas HMG. (a) Las principales caracteristicas
estructurales de las HMG. La familia HMGA contiene tres AT-hooks (en verde) y un extremo C-terminal
acido (en azul), excepto la HMGA1c que contiene s6lo dos AT-hooks (*). Las HMGB contienen dos
HMGB-boxes (en amarillo) y un largo extremo C-terminal acido (en azul). Las HMGN se caracterizan por
un dominio NBD cargado positivamente (en rojo) y una regiéon C-terminal cargada negativamente llamada
dominio CHUD (en azul). (b) Las HMG pueden alterar la estructura de la cromatina a través de una
variedad de mecanismos. (i,ii) Las HMG (en verde) alteran la estructura de la cromatina y facilitan la
union de factores adicionales. Esto puede ser a través de (i) la flexion del ADN (como en el caso de las
HMGA y HMGB), o (ii) previniendo o facilitando el acceso de los factores de modulacion de la cromatina
(como en el caso de la HMGN vy quizas la HMGA). (iii) Las HMG son parte del médulo de unién a la
cromatina de los complejos multiproteicos. (iv) Las HMG facilitan transiciones estructurales en sitios diana
por medio de factores especificos de regulacion. (v) Desplegamiento de la cromatina inducido por las
HMGN y plegamiento (compactacion) de la cromatina por medio de las proteinas HMGA. (vi) Las HMG
compiten con otras proteinas nucleares por los sitios de unién a la cromatina alterando la estructura local
o global de las fibras de cromatina (Hock et al., 2007).

Las proteinas HMGA comprenden un grupo de cuatro proteinas (HMGA1a, HMGA1b, HMGA1c
y HMGA2) que estan codificadas por dos genes distintos. Las tres proteinas HMGA1 son
productos del mismo gen pero con splicing alternativo mientras que la HMGAZ2 esta codificada
por un gen distinto (Fusco y Fedele, 2007) (Fig. 3-5). Los genes que codifican estas proteinas
son ampliamente expresados durante la embriogénesis, ya que las HMGA estan relacionadas
con el crecimiento celular, la diferenciacion y el desarrollo del embrion (Reeves, 2001); por otra

parte, estos genes son muy poco o nada activos en tejidos adultos (Fusco and Fedele, 2007).
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Fig. 3-5. Esquema de genes y proteinas HMGA (Adaptado de Fusco y Fedele 2007).

Los miembros de la familia de las HMGA contienen tres AT-hooks y un extremo carboxilo
terminal acido (Fig. 3-6) del cual se desconoce su funcién aunque se cree pudiera intervenir en
la interaccion con otras proteinas. Las HMGA no presentan capacidad como activadores
transcripcionales directos sino que regulan la expresion de genes cambiando la conformacién

del ADN al unirse a él en regiones ricas en AT (Cleynen y van de Ven, 2008).

Las proteinas HMGA en solucién son intrinsicamente desordenadas, es decir, no poseen
estructura fija secundaria ni terciaria. Sin embargo, estas proteinas adquieren cierta estructura
cuando se unen al ADN o a algun sustrato. Los elementos centrales de los AT-hooks (Fig. 3-6)

son los que interaccionan con el ADN y provocan cambios estructurales en él.

HMGA1a

QF SE\ RKT 75
HMGA1b 1 E ] 3 RKV 64
HMGA1c ! E QKEPSE KNWRRRK-~RRA 75
HMGA2 1 ) Q0 TGEFPS NEKSPSKA KXA 68
HMGA1a 76 T RK R EX . SEEEQ 107
HMGA1Tb g5 orreerx X ; QESSEEEQ) 96
HMGA1c 76 SR RS 127
HMGA2 69 EA KR 109
HMGA1c 128 179

Fig. 3-6. Alineacion de los aminoacidos presentes en la estructura primaria de las proteinas HMGA
humanas. Realizado en BLAST: http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi#. En letras rojas se destacan las
secuencias idénticas y en minusculas las secuencias unicas. El recuadro verde subraya el centro de cada
AT-hook y el recuadro lila el extremo acidico C-terminal.
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La secuencia de aminoéacidos en la zona de interaccion de las HMGA es siempre (P)RGRP, la
prolina (P) inicial es sustituida por una glicina (G) en el AT-hook 1 (Fig. 3-7). Estudios de RMN
realizados con la forma HMGA1a(A50-91) (region correspondiente a los aminoacidos 50-91 de
la proteina HMGA1a y que contiene, por tanto, los AT-hooks 2 y 3) han podido determinar que
el fragmento RGR tiene una estructura totalmente estirada, que se adapta perfectamente al
surco estrecho del ADN con secuencias AT (Geierstanger et al., 1994; Huth et al., 1997).
Ademas, estudios recientes de rayos X realizados en nuestro laboratorio muestran la geometria
de la doble hélice de ADN de secuencia CGAATTAATTCG formando un complejo con el tercer
AT-hook de la proteina HMGA1a (Fonfria-Subirds et al., 2012). En ellos se puede observar la
misma secuencia RGR del AT-hook perfectamente adaptada y estirada en el surco menor del
oligonucledtido (Fig. 3-8). Sin embargo, la zona intermedia entre los AT-hooks no se ha podido

caracterizar pero juega un papel importante en la interaccion.

HMGAla

MSESSSKSSQPLASKQEKDGTE KRGRGRPRK QPPVS

70

PGTALVGSQKEPSEVPTP KRPRGRPK GSKNKGAAK

80 50 100

TRKTTTTPG RKPRGRPKK LEKEEEEGISQESSEEEQ

Fig. 3-7. Secuencia de aminoacidos de la proteina HMGA1a. En letras rojas se destacan los tres AT-
hooks. Se resalta la secuencia invariable RGRP de la zona central de los AT-hooks.

La flexibilidad estructural que poseen permite a las proteinas HMGA participar ampliamente en
actividades nucleares incluyendo la replicacion y reparacion del ADN, la remodelacion de la
cromatina, el control de la transcripcién génica y la regulacion del procesamiento de los ARN
mensajeros (Reeves, 2003). Sin embargo, es necesaria una diseccién molecular de los
dominios funcionales de la proteina que permita conocer el mecanismo por el cual la HMGA

actua en procesos naturales y anémalos.
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Fig. 3-8. Estructura cristalografica y composicidon del complejo AT-hook-ADN. (a) Imagen estereoscoépica
del complejo. EI ADN se muestra parcialmente transparente, el eje helicoidal en gris obscuro. Los enlaces
fosfodiéster estan representados por lineas rojas. Se observa que el surco menor por el cual se inserta el
péptido es mucho mas amplio. (b) Zona central del AT-hook (RGR). (¢) Secuencias de las cadenas de
ADN (Chain C y Chain D) y de péptido (Chain M) del complejo (Fonfria-Subirés et al., 2012).

La sobreexpresion de los miembros de la familia de proteinas HMGA en humanos esta presente
en un gran numero de diferentes tipos de cancer. Estos incluyen drganos como la prostata, el
colon, el pulmodn, el pecho, el pancreas, y la tiroides (Tallini y Dal Cin,1999; Belton et al., 2012).
En todas estas clases de tumores, el incremento de la concentracion de proteinas HMGA esta
relacionado con el incremento en el grado de malignidad o de potencial metastatico (Cleynen y
van de Ven, 2008).

Por lo anterior, el papel de las proteinas HMGA en la transformacion de la célula en adultos
esta esencialmente basada en su habilidad para regular la expresion de genes relacionados

justamente en el control de la proliferacion celular y la invasion (Fedele y Fusco, 2010).

Actualmente, se propone la HMGA1a como un biomarcador potencial y diana terapéutica para
la deteccion y tratamiento de muchos tipos de cancer (Shah y Resar, 2012). La sobreexpresion
general de HMGA1 en canceres humanos la hacen una diana terapéutica atractiva para
tratamientos oncologicos por medio de estrategias biotecnolégicas que bloqueen o eliminen la

expresion de esta proteina en la mayoria de los tejidos.
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El estudio de las proteinas HMGA y particularmente la HMGA1a ha ganado importancia en los
Ultimos afos. Sin embargo, actualmente se desconocen los detalles del mecanismo de
interaccion con el ADN vy la estructura tridimensional que adopta esta proteina al formar el

complejo con el ADN.

3.3 Drogas de unién al surco estrecho del ADN

Continuamente, la ciencia esta buscando farmacos que puedan representar una posible terapia
para las enfermedades relacionadas con la transcripcion y replicacion de determinados genes.
Una estrategia utilizada para el descubrimiento de estos farmacos se basa en la estructura de la
molécula pequefa para unirse al ADN vy asi interferir en su unién con proteinas o complejos

proteicos evitando consecuencias negativas derivadas de dicha union.

A las drogas que se unen al ADN especificamente en el surco estrecho se les llama farmacos
de union al surco estrecho del ADN (MGBD, del inglés Minor Groove Binding Drugs) y
presentan una afinidad y especificidad comparable con las proteinas de uniéon al ADN (Wemmer
y Dervan, 1997; Beckerbauer, 2000; Sheng et al., 2013).
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Fig. 3-9. Estructuras moleculares de a) DAPI, b) netropsina, c) pentamidina (Degtyareva et al., 2007).
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Los MGBD se caracterizan por unirse al ADN en el surco estrecho en regiones ricas en AT.
Existe una variedad de compuestos naturales y sintéticos que poseen estas caracteristicas.
Estos compuestos contienen anillos aromaticos en su estructura, son moléculas alargadas que
forman una curvatura que sirve para anclar con el surco estrecho y tienen donadores de
puentes de hidrégeno en sus extremos, entre otras particulares (Wemmer y Dervan, 1997;
Wilson et al., 2008). Algunos ejemplos de MGBD son las drogas netropsina, pentamidina y
DAPI, entre otras (Fig. 3-9).

El grupo MACROM publicé la estructura superenrollada formada por un complejo de ADN que
contenia soélo adeninas y timinas con la droga pentamidina. En ella, el duplex se encontraba
formando una estructura mezclada de pares de bases Watson y Crick y pares de bases
Hoogsteen (Fig. 3-10a) (Moreno et al., 2010). Ademas, la estructura de la pentamidina
cambiaba en cuanto a la curvatura que adoptaba; asi la droga formaba una estructura mas

lineal al estar unida al ADN formado solamente por ATs (Fig. 3-10b).
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Fig. 3-10. (a) Vista del complejo pentamidina-d(ATATATATAT),. La droga se encuentra en el surco
menor en el centro de la secuencia. Los extremos del duplex son distintos. Arriba se forma el par de
bases estandar Watson y Crick y abajo forman pares de bases Hoogsteen. (b) Comparacion de la
pentamidina unida al d(ATATATATAT), y unida a otra secuencia rica en CT. La distancia entre los
extremos es mayor al estar en contacto con ADN rico en AT (Moreno et al., 2010).

Los farmacos de union al surco estrecho del ADN representan una herramienta util en la
biologia y la medicina humana en cuanto al conocimiento del mecanismo de unién del ADN con

otros compuestos, asi como en el tratamiento y terapia para enfermedades relacionadas con



Estudio estructural de la union de ADN rico en adeninas y timinas con la proteina Pag. 24
HMGA1a y con farmacos especificos de unioén al surco estrecho del ADN

moléculas y biomoléculas que se unen al ADN. Por ello, en este trabajo estudiaremos la

interaccion de dos farmacos con oligonucleoétidos ricos en ATs.

3.3.1 Ladroga P10

Las tiazolidinedionas (TZD) son moléculas pequefias que mejoran la sensibilidad de los tejidos
a la insulina actuando como agonistas selectivos de receptores de la insulina localizados en el
nucleo celular. Por ello, estos farmacos son utilizados como terapia para la diabetes mellitus

tipo 2 y otras enfermedades relacionadas

Las tiazolidinedionas son ligandos selectivos de una de las isoformas del PRAR (por sus siglas
en inglés Peroxisome Proliferator-Activated Receptor). Estos receptores nucleares intervienen
en la regulacién de genes y, actualmente, se han descubierto tres clases: PPARa, PPARp,
PPARy. Las TZD actuan como ligandos en estos ultimos y, de esta manera, se produce la
activacion de este receptor como factor de transcripcion. Ademas, también se unen a él
coactivadores y todo este complejo multiproteico reconoce secuencias de ADN activando la

transcripcién de un numero especifico de genes (Yki-Jarvinen, 2004).

La droga P10 es un agente hipoglicemiante (antidiabetico) derivado de las tiazolidinedionas. El
nombre quimico de esta droga es (t)-5-[4-[2-(5-etil-2-piridinil)etoxi]bencil]-2,4 tiazolidinediona.
La molécula contiene un centro asimétrico, y el compuesto sintético es un racemato. Los dos

enantiomeros de la droga P10 se interconvierten in vivo (Fig. 3-11).
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Fig. 3-11. Estructura de la droga P10.
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La droga P10 es un polvo cristalino blanco, inodoro que tiene la férmula molecular
C19H20N203S+HCI y una masa molecular de 392.90 g/mol. Es soluble en N,N-dimetilformamida
(DMAC) y en dimetil sulféxido (DMSO) (210 mg/mL), levemente soluble en etanol anhidro, muy
levemente soluble en acetona y acetonitrilo, practicamente insoluble en agua, e insoluble en

éter.

La estructura que posee esta molécula la hace una candidata como MGBD, ya que contiene
dos anillos aromaticos, tiene dos donadores puente de hidrogeno y es una molécula alargada
que podria adaptarse y situarse en el surco estrecho del ADN. Hasta ahora, no se ha estudiado
la estructura tridimensional que adopta al estar en contacto con ADN, ni las modificaciones

estructurales que causaria a la doble hélice.

3.3.2 Ladroga R05

La droga RO05, al igual que la droga P10, es un derivado del tipo tiazolidinediona. La R05 reduce

la glucemia disminuyendo la resistencia a la insulina en el tejido adiposo, el musculo
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Fig. 3-12. Estructura de la droga droga RO5.

El nombre quimico de la droga R05 es (+)-5-[4-[2-[metil-(2-piridinil)amino]etoxi]bencil]-2,4 tiazoli-
dinadiona. Es un polvo cristalino blanco, inodoro, cuya formula molecular es C1gH1gN303S y su
masa molecular es 357.428 g/mol. Es parcialmente soluble en dimetil sulfoxido (DMSO) (210

mg/mL) y practicamente insoluble en agua y en éter.
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La droga R0O5 contiene dos anillos aromaticos y tres donadores puente de hidrégeno (Fig. 3-12).
De esta manera, es una buena candidata como farmaco de unidn al surco estrecho del ADN.
Hasta ahora, no se ha estudiado tampoco la estructura tridimensional que adopta esta droga y

el ADN al formar un complejo.
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4 Materiales y Métodos

Para alcanzar los objetivos deseados en este trabajo primeramente se ha de obtener la proteina
HMGA1a(A50-91) con el grado de pureza requerido para los ensayos cristalograficos. Una vez
obtenida y purificada la proteina, se analizaran las condiciones mas favorables de interaccién
con el oligonucledtido CCAATAATCGCGATTATTGG y se realizaran una serie de ensayos
cristalograficos con este complejo. Paralelamente, realizaremos ensayos cristalograficos con
dos MGBDs: la droga P10 y la droga RO05, interactuando con dos secuencias de
oligonucleodtidos ricas en ATs: A(AT)sT y C(AT);G. En el diagrama que se presenta a

continuacion (Fig. 4-1) se muestran los pasos a seguir durante el desarrollo de este proyecto.

Obtencién de la HMGA1a Purificacion de la HMGA1a
(A50-91) humana en E. coli (A50-91)

+Cromatografia de intercambio
*Transformacion catiénico
-Expresion *Cromatografia de exclusion

molecular

Preparacion de

Oligonucleétidos: Estudios cristalograficos:
*CCAATAATCGCGATTATTGG *Ensayos: , _
<A(AT)T *Oligo-HMGA1a({A(50-91)
-C(AT),G *Oligo-MGBD
Preparacion de MGBDs:

P10

*RO5 Difraccién de rayos X de

los cristales obtenidos

§

Analisis e interpretacion
de resultados

Fig. 4-1. Esquema del desarrollo del proyecto.
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4.1 Obtencidon de la proteina HMGA1a(A50-91) humana en Escherichia coli

La obtencion de la proteina HMGA1a(A50-91) humana se realizara mediante la técnica del ADN
recombinante. Mediante esta técnica es posible transferir secuencias de ADN de un organismo
a otro. El material genético se introduce en la célula huésped en forma de plasmidos. Un
plasmido es una molécula de ADN circular, pequefia que tiene la capacidad de replicarse

independientemente del cromosoma de la célula.

Al proceso de introducir material genético en forma de plasmido dentro de una célula bacteriana

se le llama transformacion.

El proceso de transformacion requiere un marcador de seleccion que senale qué células han
sido transformadas y cuales no han integrado el ADN extrafio. Los marcadores deben de estar
incluidos en el plasmido insertado y normalmente se utiliza la resistencia a algun antibiotico
(Fig. 4-2).

)

/AUN L‘Xt'dhu//\
Plasmido

Gen de resistencia
a un antibiético

C

ADN Recombinante

Insercién de ADN

Ioooool
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Bacteria
s Cromosoma Bacteria plagueada en medio
« D@l bacteriano con antibidtico de resistencia
]
Clonacién * I & & ‘
¢ N ,
Las colonias que crecen son las
= = que han incorporado el plasmido
CD DD

Fig. 4-2. Esquema del proceso de transformacion y seleccion de células transformadas.

En este proyecto se desea producir un fragmento de la proteina HMGA1a humana: el
HMGA1a(A50-91).
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Partiremos de células competentes de la cepa Rossetta (DE3) pLysS de Escherichia coli, a la
cual le introduciremos el vector de expresion pET3a-HMGA1a(A50-91), de alrededor de 5000
pb (cedido por el Dr. Reeves, Washington State University) (Fig. 4-3). Este vector contiene el
gen que codifica a la proteina HMGA1a(A50-91) y los elementos necesarios para asegurar su
transcripcién y posterior traduccién a la proteina HMGA1a(A50-91). Ademas, contiene el gen
que codifica la resistencia al antibiético ampicilina (ampR) que se utilizard como marcador de

seleccidn una vez transformada la célula huésped.

gen HMIGA1a(A50-91)

S

ori: Origen de replicacion
pET3a-HMGA1a(A50-91)
(5 kb)

Fig. 4-3. Esquema del plasmido pET3a-HMGA1a(A50-91).

La cepa Rossetta (DE3) pLysS de Escherichia coli fue seleccionada como célula huésped por
poseer propiedades que favorecen y hacen mas eficiente la expresion y la purificaciéon de la
HMGA1a(A50-91). Contiene en su genoma el sistema pET para controlar los niveles de

expresion de proteinas recombinantes que provengan de vectores de expresion pET.

El sistema pET se basa en el manejo del promotor T7. El gen diana esta clonado en el plasmido
pET3a-HMGA1a(A50-91) bajo el control de la transcripcion y traduccion del promotor T7. La
expresién de este promotor es proporcionada por la ARN polimerasa T7 en la célula huésped.
La ARN polimerasa T7 es tan selectiva y activa que casi todos los recursos celulares se
enfocan en la expresion del gen diana. La expresion es mucho mas especifica y controlada por

medio de la induccién con IPTG (isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido) (Fig. 4-4).
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Fig. 4-4. Esquema del sistema pET en células E. coli (http://life.nthu.edu.tw/~b871614/protocols/pet.html)

La induccion se hara en la fase de crecimiento exponencial de las células para optimizar la

expresion de la proteina deseada.

A continuacién se presentan los protocolos a seguir para la transformacion, seleccion de células

transformadas, induccién y expresion de la forma HMGA1a(A50-91).

4.1.1 Transformacién, induccién y expresion

Todos los protocolos de este proyecto deben realizarse bajo condiciones estériles: trabajar a un

costado de la llama con material y medio estéril.

Transformacién

1. Sobre 100 ul de células competentes de la cepa Rosetta (DE3) pLysS de Escherichia

coli anadir 0,5 pl de la disolucién de ADN plasmidico (aproximadamente 100 ng/pul).

Paralelamente hacer un control solamente con células competentes.

2. Colocar las muestras en hielo por 15 min.
Choque térmico: 5 min a 37°C en bano Maria.

Colocar las muestras en hielo por 2 min.
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Mediante este tratamiento de choque térmico se facilita la entrada del ADN plasmidico en la

células competentes.

Agregar 1 ml de medio LB sin antibidtico.
Incubar 1 hora a 37°C en bafio Maria.
Centrifugar durante 3 min a 4000 rpm (micréfuga). Las bacterias sedimentan.

Eliminar el sobrenadante hasta dejar aproximadamente 100 pl.

© © N o o

Resuspender el sedimento (el cual contiene las bacterias) en los 100 pl y sembrarlos
sobre una placa de agar con medio LB + ampicilina (50 pg/ml) + Cloranfenicol (25

pg/ml): Cultivo en medio sélido.

El medio LB (medio de cultivo Luria Bertani ) es rico en nutrientes como sales, aminoacidos y
glucidos necesarios para el desarrollo y reproduccién de las bacterias. Concretamente, 1 litro de
medio LB contiene 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura y 10 g de cloruro de sodio a pH

7. El antibiético ampicilina es el marcador de seleccion.

10. Colocar en la estufa a 37°C y dejar incubando overnight (O.N.).
11. El dia siguiente veremos que en la placa de células transformadas habran crecido
algunas colonias de bacterias, mientras en el control no debe de crecer nada debido a

que las células no transformadas no son resistentes a la ampicilina.

Cultivo en medio liquido

1. Picar una colonia de bacterias transformadas sobre un tubo de ensayo con 3 ml de LB +
Amp (50 pg/ml).

2. Incubar a 37°C con agitacion (250 rpm) durante aproximadamente 6 horas hasta
observar turbulencia en el tubo.
Verter el cultivo sobre un matraz con 50 ml de LB + Amp (50 pg/ml).

Incubar a 37°C con agitacion (250 rpm) O.N.

Induccion de la expresion

1. Inocular el volumen necesario del cultivo en 1 litro de LB + Amp (50 ug/ml) para alcanzar
un a DOeoo = 0,1-0,2.
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Incubar a 37°C con agitacion (250 rpm) hasta alcanzar una DOgg = 0,6-0,7.
Agregar 1 ml de IPTG 1M - Induccion.

Incubar a 37°C con agitacion (250 rpm) durante 3 horas.

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

Guardar el sedimento (las bacterias) a -80°C hasta su procesado (apartado 4.1.2).

Una vez comenzada la inducciéon se toman alicuotas a los tiempos 0 h, 1.5 h y 3 h para

determinar la absorbancia y hacer controles electroforéticos del proceso en geles de SDS (ver

apartado 4.3.1). Por lo tanto, se realiza lo siguiente:

I T o

Separar 1 ml de cultivo para medir la DOggo.

Tomar una alicuota de 125 pl.

Centrifugar a 4000 rpm durante 5 min (micréfuga).

Eliminar el sobrenadante.

Resuspender el sedimento en 30 yl de tampdn de muestras para electroforesis.

Guardar a -20°C hasta realizar el gel de electroforesis.

4.1.2 Tratamiento del sedimento bacteriano

La proteina HMGA1a(A50-91) se produce intracelularmente en la bacteria, por lo tanto es

necesario procesar el sedimento bacteriano obtenido para conseguir un extracto enriquecido de

la proteina producida. El protocolo a seguir es el siguiente (Reeves y Nissen, 1999):

Para 1 litro de cultivo:

o & N

Resuspender el sedimento de bacterias en 100 ml de HCIO4 al 5%, Tritén X-100 0,5%
(frio). Pipetear continuamente hasta obtener una buena dispersion.

Dejar 30 minutos en hielo como minimo, invirtiendo de tanto en tanto.

Centrifugar a 10000 rpm durante 10 min a 4°C (rotor GSA, Sorvall).

Descartar el sedimento (restos moleculares insolubles).

Agregar acido tricloroacético (TCA) al sobrenadante hasta alcanzar una concentracion

final del 25% (33.3 ml). De esta manera precipitaran las proteinas.
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9.

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.

17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.

Colocar las muestras en hielo por una hora y hasta O.N. invirtiendo de tanto en tanto.
Centrifugar a 10000 rpm durante 20 min a 4°C (rotor GSA, Sorvall).

Descartar el sobrenadante. El sedimento de la proteina precipitada puede ser fluido,
por lo que hay que tener cuidado al decantar.

Resuspender el sedimento en 60 ml de H,O.

Agregar TCA hasta una concentracién final de 25% (20 ml).

Colocar las muestras en hielo invirtiendo de tanto en tanto.

Centrifugar a 10000 rpm durante 10 min a 4°C (rotor GSA, Sorvall).

Descartar el sobrenadante con cuidado.

Lavar el sedimento con 60 ml de acetona con 10 mM HCI fria (-20°C).

Centrifugar a 10000 rpm durante 10 min a 4°C (rotor GSA, Sorvall).

Descartar el sobrenadante con cuidado. Hacerlo justo al terminar de centrifugar y con
la ayuda de una pipeta Pasteur.

Lavar el sedimento con 60 ml de acetona fria (-20°C).

Centrifugar a 10000 rpm durante 10 min a 4°C (rotor GSA, Sorvall).

Descartar el sobrenadante.

Lavar el sedimento con 60 ml de acetona fria (-20°C).

Centrifugar a 10000 rpm durante 10 min a 4°C (rotor GSA, Sorvall).

Descartar el sobrenadante con cuidado.

Secar al vacio el sedimento y conservar a -20°C.

Este sedimento obtenido es un extracto enriquecido en HMGA1a(A50-91) pero se tendra que

purificar ya que contiene otras proteinas de la bacteria.

4.2 Purificacion de la proteina HMGA1a(A50-91)

Una vez realizado el tratamiento del sedimento bacteriano descrito anteriormente, es necesario

separar la proteina HMGA1a(A50-91) de otras proteinas propias de la bacteria que contiene el

sedimento. Para poder alcanzar el grado de pureza requerido se realizaran las técnicas

cromatograficas que a continuacién se describen.
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4.2.1 Cromatografia de intercambio idnico

La cromatografia es una de las técnicas de purificacién mas utilizadas para la caracterizacion
de moléculas complejas. Este método se basa en el principio de retencién selectiva y el objetivo
es separar distintos componentes de una mezcla. Los componentes se encuentran disueltos en

una fase movil y se desplazan con distintas velocidades a través de una fase estacionaria.

La cromatografia de intercambio i6nico permite la separacion de iones o moléculas polares de
una mezcla en base a las propiedades de carga de las moléculas. En este caso, la fase
estacionaria es un sdlido que contiene grupos funcionales ionizables cuya carga interacciona
electrostaticamente con los iones presentes en la fase movil (Fig. 4-5). En separaciones de
proteinas, la cromatografia de intercambio i6nico es utilizada muy frecuentemente como técnica

inicial de separacion.

Las proteinas tienen grupos funcionales cargados positiva o negativamente. Mediante esta
técnica se logra separar las proteinas de acuerdo a su carga neta, la cual depende de su fase

movil. Asi, ajustando el pH o la concentracion de iones de la fase mévil se logra la separacion.

La fase estacionaria se conoce como resina de intercambio y muestra en la superficie grupos
funcionales i6nicos que interactian con iones de carga opuesta. De acuerdo a la carga de la
fase estacionaria, este tipo de cromatografia se clasifica en dos: cromatografia de intercambio
cationico y de intercambio anidnico. La cromatografia de intercambio catiénico retiene cationes
cargados positivamente debido a que la fase estacionaria muestra un grupo funcional cargado
negativamente (Fig. 4-5). La cromatografia de intercambio aniénico retiene aniones usando

grupos funcionales con carga positiva.

La proteina HMGA1a(A50-91) tiene una carga neta positiva, por lo tanto se utilizara una
columna de intercambio catidnico. En este caso trabajaremos con una matriz (fase estacionaria)
de carboximetil celulosa (CM52, Whatman) y utilizaremos sodio como contraién. La matriz se
empaqueta dentro de una columna de vidrio que en su extremo inferior dispone de un filtro

permeable capaz de retener la matriz pero permitiendo el flujo de la fase mdvil.

La fase movil se impulsara a través de la fase estacionaria mediante una bomba peristaltica que

asegura un flujo constante.
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Fig. 4-5. Esquema de una columna de intercambio catidnico. Las moléculas de carga neta positiva (en
azul) quedan unidas a la resina de la matriz de la columna de carga negativa (en gris). Las moléculas
neutras (amarillas) no se unen a la resina y las moléculas de carga neta negativa (rosas) repelen a la
fase estacionaria por ser de la misma carga y salen primero de la columna.

La cromatografia de intercambio catiénico consta de tres fases:

» FEquilibrado de la fase estacionaria. En esta etapa se ajusta la resina a las condiciones
salinas y de pH iniciales requeridas para el experimento poniéndose en contacto la fase
estacionaria con el contraion.

= Aplicacion de la muestra y lavado. La muestra debe estar en la misma disolucion
empleada para equilibrar la columna. Es necesario centrifugar la muestra antes de
cargarla en la columna para eliminar posibles restos insolubles y asi evitar que entren a
la columna. La proteina HMGA1a(A50-91), al tener carga neta positiva, desplazara a los
contraiones y se unira a la matriz de la columna. Las proteinas con la misma carga que

la matriz no se uniran y seran eluidas durante el lavado.

» Flucion de las proteinas unidas a la matriz. Mediante un incremento en el gradiente de
concentracion, el contraion desplazara primeramente a las proteinas menos cargadas

positivamente y las de mayor carga positiva y mas adheridas a la matriz se eluirdn mas
tarde.
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Para el proceso de equilibrado pasaremos al menos 10 volumenes de la disolucién de

equilibrado por volumen de resina empaquetada en la columna.
Las disoluciones a utilizar para la purificacion de la proteina HMGA1a(A50-91) son:

» Equilibrado = 50 mM NaCl, 25 mM Tris, pH 7
» Gradiente = concentraciones crecientes de NaCl: 50mM -> 1 M NaCl, 25 mM Tris, pH 7.

La aplicacion de las concentraciones crecientes en la columna se hard de manera gradual
(gradiente continuo) o bien de forma escalonada (gradiente isocratico). El gradiente continuo es
especialmente eficaz para separar solutos que tienden a salir de la columna en un intervalo de

concentraciones cercano. En la realizacion de esta técnica se utilizaran ambos gradientes.

El volumen eluido de la columna es fraccionado mediante un colector de fracciones automatico

programado para la recogida de un volumen determinado en cada fraccion.

Para saber qué fracciones colectadas de la columna contienen la proteina, es necesario medir
la absorbancia a 220 nm, region donde absorben los enlaces peptidicos de las proteinas. Para
detectar proteinas también es comun medir la absorbancia a 276 nm, ya que en esa region
absorben aquellas proteinas que presentan aminoacidos con grupos aromaticos (fenilalanina,
tirosina y triptéfano). Ademas, para comprobar que no existe contaminacion por parte de acidos
nucleicos se puede controlar la absorbancia a 260 nm, que es en la region donde absorbe el
ADN.

Una vez detectadas las fracciones que absorben a 220 nm, se seleccionaran para analizarlas
electroforéticamente (apartado 4.3.1 y 4.3.2) para identificar donde se encuentra la proteina de
interés y que, en nuestro caso, habra que seguir purificando por medio de la técnica que se

describe a continuacion.

4.2.2 Cromatografia de exclusién molecular

La cromatografia de exclusién molecular o gel filtracion permite la separacion de moléculas en
base a en su tamafio molecular. En esta técnica la fase estacionaria es un gel cuya matriz

consta de un gran numero de esferas porosas microscépicas. Estas esferas estan constituidas
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por largas cadenas de polimeros unidas entre si por enlaces quimicos para formar una red

tridimensional.

En el interior de una columna de cromatografia pueden distinguirse tres volumenes distintos: el
volumen total (V;), que es el que ocupa la columna con el gel hidratado; el volumen vacio (V,),
que es el volumen existente entre las esferas del gel; y el volumen ocupado por las esferas del
gel (Ve-Vo).

La mezcla de moléculas de distintos tamafios se hace pasar por la columna. Las moléculas de
tamafio pequefio pueden penetrar en el interior de las esferas porosas del gel y no son
extraidas de la columna hasta que no haya pasado a través de ella un volumen de liquido igual
al volumen total (V4). Por otra parte, las moléculas de tamafo mayor que los poros de las
esferas del gel no pueden penetrar en su interior y atraviesan la columna recorriendo
unicamente el volumen vacio (V,), y por lo tanto seran las primeras en salir de la columna. Las
moléculas de tamano intermedio son extraidas fraccionadamente con volumenes entre Vi y V..
De esta manera, en esta cromatografia la separacion de proteinas se da en funciéon de sus

masas moleculares, obteniéndose primero las de mayor tamano (Fig. 4-6).

Esferas 2. 9 5
’ » - R
porosas NPT e \
,
, 28 37
) 2 \
> & ol \,
Moléculas -3 A" "
pequenas v N
- 3 J Columna
J
i
v / -+ Matriz
Moléculas . /
grandes /
/ <|—| " Filtro permeable

Fig. 4-6. Esquema de una columna de cromatografia de exclusién molecular. Las moléculas mas grandes
(en amarillo) no pueden entrar en las esferas porosas y atraviesan mas rapido la columna en
comparacion con las mas pequefias (en rosa).

En este proyecto se utilizara esta técnica para repurificar las fracciones ricas en HMGA1a(A50-

91) provenientes de la cromatografia de intercambio catidénico. La columna a utilizar es la
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Superdex™ Peptide 10/300 GL de GE Healthcare con un rango 6ptimo de separacion de
proteinas con masa molecular entre 100 y 7000. Se utilizara el equipo AKTA Purifier 10 de GE

Healthcare.

Durante el desarrollo de esta técnica se utilizara un unico tampon tanto para el equilibrado de la
columna como para la elucién. Las proteinas saldran de la columna segun su masa molecular

disueltas en este tampén. El tampodn a utilizar es: 100 mM Tris, 100 mM NaCl, pH 7,5.

La deteccion de estas proteinas sera mediante la absorbancia a 220 nm. Colectaremos las
fracciones que absorban en estas regiones y comprobaremos la presencia y pureza de la
HMGA1a(A50-91) por medio de técnicas electroforéticas. De igual manera que en la
cromatografia de intercambio catidnico, se controlara la absorbancia a 260 y 280 nm por los

motivos explicados anteriormente.

4.2.3 Didlisis y concentraciéon de la HMGA1a(A50-91)

La dialisis es el proceso mediante el cual se separan moléculas en una solucién basandose en
los indices de difusion o presidon osmotica a través de una membrana semipermeable. La
dialisis permite cambiar la composicién de la disolucion en la cual se encuentra la proteina. Esta
técnica es comunmente usada para disminuir la concentracion de sales de soluciones de

proteinas.

El proceso de concentracion se realizara en dos etapas del proceso del proyecto. Primeramente
se concentraran las fracciones provenientes de la columna de intercambio catidnico v,
posteriormente, como Uultimo paso para conseguir la proteina HMGA1a(A50-91) en las
condiciones requeridas, se concentraran y dializaran las fracciones provenientes de la columna

de cromatografia de exclusién molecular.

En funcion del volumen de la muestra de partida y teniendo en cuenta la masa molecular de la
proteina se selecciona el concentrador a utilizar. En nuestro caso, la HMGA1a(A50-91) tiene
una masa molecular de 4781.5 g/mol, por lo que el dispositivo que utilizaremos sera el
concentrador Vivaspin® 20 Centrifugal MWCO 3000 (Fig. 4-7c). Este concentrador tiene una

capacidad de hasta 20 ml de muestra y una masa molecular limite (MWCQ) de 3000.
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Fig. 4-7. Concentradores Vivaspin®. (a) Componentes del dispositivo concentrador. (b) Vivaspin® 6.
(c) Vivaspin® 20 (http://www.sartorius.com/fileadmin/fm-dam/sartorius_media/Lab-Products-and-Services/
LabFiltration/UltrafiltrationDevices/VivaspinCentrisart/Manuals/Manual_Vivaspin6+20 SLU6092-e.pdf).

Asimismo, una vez repurificada la proteina en la columna de cromatografia de exclusiéon
molecular, concentraremos las muestras seleccionadas que contengan la HMGA1a(A50-91) con
un Vivaspin® 6 Centrifugal MWCO 3000 (Fig. 4-7b). Este concentrador tiene capacidad de 6 ml
de muestra y una masa molecular limite de 3000.

Estos concentradores son dispositivos de ultrafiltracion para la concentracion y/o purificacion de
muestras bioldgicas. Tanto el Vivaspin® 6 como el 20 cuentan con un par de membranas
verticales idénticas y operan mediante la centrifugacion en rotores de angulo fijo u oscilantes.
La solucion con moléculas de tamafo menor al MWCO atraviesan la membrana y pasa al
depdsito de la parte inferior del Vivaspin® (Fig. 4-7a); a este volumen de solucién se le llama
filtrado. El volumen restante es facilmente medible mediante la escala impresa en el lateral del
concentrador y se le denomina concentrado. La membrana vertical garantiza un bloqueo
minimo durante el proceso de filtracion y asegura una rapida concentracion de la muestra.

Ademas, la perdida del producto es minima gracias a la baja adsorcidn de proteinas.

Los Vivaspin® ofrecen ademas la posibilidad de realizar el proceso de diafiltracion, permitiendo
la eliminacion de sales y de otras macromoléculas contaminantes presentes en la disolucion

proteica inicial. Aprovechando esta alternativa, muy conveniente para nuestro proyecto, se
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realizara el proceso de didlisis y concentracion en el mismo dispositivo mediante el intercambio

de tampones de distinta concentracion.

Asi, las muestras provenientes de la columna de cromatografia de exclusién molecular, se
concentraran hasta un nivel determinado, se afadira tampon de muestra final (el tampén al que
se desea dejar la proteina) al concentrador y se concentrara nuevamente hasta el volumen
deseado. Este ciclo de lavado se realiza tres veces, con esto se remueve aproximadamente el
99% del contenido de sal inicial. De esta manera se reemplazaran las sales del solvente inicial

por las del tampon final a través de la membrana de ultrafiltracion.
El procedimiento a seguir para concentrar la muestra de proteina es el siguiente (Fig. 4-8):

1. Hidratar la membrana del concentrador, es decir, verter un volumen del tampdn en el
cual se encuentra la muestra proteica al depdsito de muestras del concentrador.

2. Centrifugar a la velocidad especificada por el proveedor durante el tiempo necesario
para que se filtre al menos la mitad del volumen inicial cargado.

Mientras tanto, centrifugar las muestras a 7500 rpm por 10 min a 4°C.
Una vez hidratada la membrana, vaciar el concentrador, tanto el depdsito de muestra
como el de filtrado.

5. Rapidamente, verter la muestra a concentrar (previamente centrifugada) al depdsito de
muestras del Vivaspin®.

6. Centrifugar a una velocidad ligeramente inferior a la maxima especificada por el
proveedor para el tipo de concentrador hasta filtrar el volumen necesario de muestra
inicial para obtener la concentracion deseada.

7. Recuperar la muestra concentrada pipeteando directamente del depdsito de muestras el
volumen restante con mucho cuidado.

8. Recuperar el filtrado.
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Fig. 4-8. Diagrama del proceso de concentracién en Vivaspin®.

Asimismo, el procedimiento a seguir para realizar la diafiltracion es el siguiente (Fig. 4-9):

1. Repetir pasos 1-6 del protocolo anterior.

2. Realizar un lavado con el tampén en el cual deseas que se encuentre la proteina
concentrada. Verter un volumen del tampon al depdsito de muestras del concentrador.

3. Centrifugar a una velocidad ligeramente inferior a la maxima especificada por el
proveedor para el tipo de concentrador hasta filtrar el volumen necesario de muestra
inicial para obtener la concentracion deseada.

4. Repetir los pasos 2 y 3 recuperando el filtrado en cada ciclo.

Recuperar la muestra concentrada pipeteando directamente del depdsito de muestras el
volumen restante con mucho cuidado.

6. Recuperar el filtrado.
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Fig. 4-9. Diagrama del proceso de diafiltracién en Vivaspin®.

4.2.4 Cuantificacion de la proteina HMGA1a(A50-91)

La concentracion de la proteina HMGA1a(A50-91) se calculara midiendo la absorbancia de las
muestras a 220 nm (donde absorbe el enlace peptidico) y aplicando la ley de Lambert-Beer (Eq.
4-1):

A=g-C-I

Eq. 4-1. Ecuacion de Lambert-Beer.

Donde:

A = Absorbancia
& = coeficiente de extincion molar a la longitud de onda considerada

C = concentracion de la muestra

I = longitud de la cubeta (1 cm)
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El coeficiente o factor de extincién molar es un parametro que define cuan fuertemente una
sustancia absorbe la luz a una determinada longitud de onda, por unidad de masa o de
concentracion molar. En el caso de la proteina HMGA1a(A50-91) es 38200 I/mol-cm, o 7,99
ml/mg-cm (Huth et al., 1997). Esto significa que a una longitud de onda de 220 nm, una solucion

de 1 mg/ml de la proteina tiene una absorbancia de 7,99.

La absorbancia se medira dos veces por cada muestra a cuantificar. El blanco se hara con 800
ul del tampon en el cual se encuentra disuelta la proteina. La primera medida se hace con 1 pl
de muestra concentrada en 800 ul de tampdn. Homogeneizar muy bien la muestra y leer la
absorbancia. A continuacion, se agregara 1 pyl mas de muestra y se leera la absorbancia de

nuevo. Por ultimo, calcular la concentracidn de las dos diluciones y obtener la media.

4.3 Meétodos electroforéticos

La electroforesis es una técnica analitica que permite separar e identificar moléculas. Se basa
en la migracion diferencial de moléculas cargadas bajo la accion de un campo eléctrico. Esta
técnica es comunmente utilizada para la separacion y visualizacion de acidos nucleicos vy
proteinas. La movilidad de estas moléculas depende de su carga, tamafo y forma, asi como de

la fuerza del campo eléctrico y de la porosidad del soporte.

Los elementos necesarios para llevar a cabo la separacion electroforética son, primeramente
una fuente de alimentacion que proporcione un campo eléctrico mediante dos electrodos
(catodo y anodo) entre los que se produzca una diferencia de potencial. Cuanto mayor sea ésta,
mayor es la velocidad de migracién de las moléculas. Asimismo, es necesaria una cubeta en
donde se sitlen los electrodos en sus extremos, un soporte electroforético (el gel) y un tampoén

de electroforesis (Fig. 4-10).
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La migracion depende de la carga
eléctrica de cada porcidn proteica

\

tampdn

Las manchas de las bandas se
revelan mediante un colorante

Recipiente
de plastico

Céatodo

/

Bandas correspondientes
a la migracion de cada
porcidn proteica

Gel de
poliacrilamida

Solucidn tampdn

Fig. 4-10. Esquema del montaje para un analisis electroforético
(http://www.fotosimagenes.org/electroforesis).

En este trabajo realizaremos separaciones electroforéticas por medio de la electroforesis en
geles de poliacrilamida (PAGE por sus siglas en inglés PolyAcrylamide Gel Electrophoresis). El
soporte de estos geles se prepara a partir de acrilamida (CH,=CH=CO-NH;) con N,N;-
metilenbisacrilamida (CH;=CH-CO-NH-CH,-NH-CO-CH=CH,). EIl primer compuesto funciona
como monomero, es decir, como unidad basica para la formacion de largas cadenas lineales
(poliacrilamida); el segundo tiene la funcién de controlar el entramado de las cadenas de
acrilamida mediante su unién de forma covalente. Cuando la solucidn de acrilamida polimeriza,
adquiere la forma del recipiente, por lo tanto es necesario un molde. La reacciéon de
polimerizacién estd catalizada generalmente por PSA (persulfato amoénico) y TEMED

(N,N,N’,N’-tetrametilendiamina).

En el desarrollo de este proyecto se realizaran tres tipos de geles de poliacrilamida: geles
poliacrilamida-SDS, geles poliacrilamida acético-urea y geles EMSA (por sus siglas en inglés
Electrophoresis Mobility Shift Assay). En los dos primeros analizaremos la presencia (cantidad)
y pureza (calidad) de las muestras provenientes de cromatografias. Con el ultimo gel
analizaremos la actividad de la proteina HMGA1a(A50-91) al interaccionar con el
oligonuclettido CCAATAATCGCGATTATTGG.
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4.3.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE)

Los geles de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) se realizaran utilizando el protocolo de sistema
discontinuo de tampones introducido por Laemmli (1970) y modificado posteriormente por
Thomas y Kornberg ocho afios mas tarde (Thomas y Kornberg, 1978). Este tipo de geles se

preparan de forma discontinua y contienen dos partes:

» Apiladora (stacking). Esta parte del gel contiene una baja concentracién de acrilamida,
por tanto, no tiene tanta resistencia al paso de moléculas.

= Separadora (resolving). Esta es la parte baja del gel y contiene una concentracién mas
alta de acrilamida en comparacion con el stacking. En esta fase es donde se logra la

separacion de moléculas con distinto masa molecular.

El SDS (dodecil sulfato de sodio) es un surfactante aniénico que interacciona con la mayoria de
las proteinas desnaturalizandolas y evitando la interaccion entre ellas durante la electroforesis.
El SDS recubre las proteinas y les confiere carga neta negativa proporcional a su masa. Dos
aminoacidos de una proteina se unen a una molécula de SDS, es decir, hay 1,4 g de SDS por
cada gramo de proteina aproximadamente. La unién SDS-proteina es critica para conseguir

una buena migracion electroforética.

Las muestras a cargar en el gel SDS-PAGE se preparan con un tampén de muestras (Tabla
4-3) que contiene un exceso de SDS y se calientan a 100°C durante 6 min (la temperatura
desnaturaliza a las proteinas). Ademas, se afiadira SDS también al tampdén de cubeta (Tabla
4-2).

Una vez desnaturalizadas y cargadas negativamente, todas las moléculas tendran la misma
densidad de carga, por lo tanto, la migracion en el gel sera hacia el polo positivo (se colocara en

la parte inferior del gel) con una velocidad inversamente proporcional a su tamafo.
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GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS
Resolving Stacking
i Acrilamida 15%, Acrilamida 6%,
peses Bisacrilamida 0,4%, Bisacrilamida 0,16%,
0,375 M Tris, 0,1% SDS 0,125 M Tris, 0,1% SDS
Solucién A
30% acrilamida, 0,8% bisacrilamida Sml 0,6 ml
Solucién B
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 2,5ml -
Solucién C
10% SDS 100 pl 30 ul
Solucién D
0,5 M Tris-HCI pH 6,8 - 0,75 ml
H,0 2,35 ml 1,59 ml
TEMED 4,5yl 3ul
PSA
Solucién al 10% 75l 30 pl

Tabla 4-1. Composicion de un gel de poliacrilamida-SDS de 10 cm x 15 cm x 1,5 mm.

TAMPON DE CUBETA (gel SDS-PAGE)
Reactivos 5x (1 Litro) | Concentracién 1x
Tris 309 0,01 M
Glicina 144 g 0,075 M
SDS 59 0,02 %

TAMPON DE MUESTRAS 4x (gel SDS-PAGE)

Reactivos Cantidad

Tris 2 M pH 6,8 1,25 ml

Glicerol 4 ml

SDS 038¢g

B-mercaptoetanol 2 ml

H,0 Hasta 10 ml

Azul de bromofenol Punta de espatula

Tabla 4-3. Composicién del tampoén de muestras para electroforesis SDS-PAGE.

Tabla 4-2. Composicién del tampdén de cubeta de los geles de poliacrilamida-SDS. Normalmente se
prepara el tampén 5x y se diluye a 1x para ser utilizado durante la electroforesis.
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Preparacion de la muestra

La muestra se disuelve en el tampon de muestras (Tabla 4-3) y se hierve por 6 min a 100°C. El

tampdn cuenta con azul de bromofenol, colorante que permite visualizar la migracién de la

muestra. El B-mercaptoetanol (o 2-mercaptoetanol) es un agente reductor que se anade al

tampon para deshacer los enlaces disulfuro que forman las cisteinas de las proteinas, y el

glicerol da densidad a la mezcla. La cantidad de proteina cargada debe ser entre 1 y 20 ug.

Preparacién del montaje de los geles SDS-PAGE

10.

11.

El molde se prepara con dos placas de vidrio separadas por espaciadores (Fig. 4-11).
Sellar los laterales y la parte inferior con una goma y mantenerlo unido con pinzas.
Preparar el resolving (Tabla 4-1) y verterlo entre las dos placas.

Agregar una capa de 1-2 mm de isopropanol al molde con resolving para conseguir una
interfase recta y evitar el contacto con el oxigeno.

Esperar hasta que polimerice el gel.

Decantar el isopropanol, lavar con H,O y secar perfectamente el H,O del molde.
Preparar el stacking (Tabla 4-1). Ahadirlo sobre el resolving y colocar el peine que define
los pozos donde se cargaran la muestras.

Esperar hasta que polimerice el gel.

Tomar la cubeta donde se colocara el gel y llenar la parte inferior con el tampdn de
cubeta (Tabla 4-2). Fijar el gel en la cubeta, retirar el peine y afiadir tampdn de cubeta a
la parte superior. Asegurarse de no dejar burbujas entre el gel y el tampon de cubeta.
Aplicar las muestras con una jeringa Hamilton.

Iniciar el proceso de electroforesis aplicando un campo eléctrico constante entre 100 y
130 V.

Dejar correr las muestras hasta que el colorante del tampon de muestras haya migrado

hasta 0,5 - 1 cm del final del gel.
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Fig. 4-11. Esquema del montaje y partes de un gel de poliacrilamida-SDS.

Deteccion de las proteina

Al termino de la electroforesis, se retira el gel de la cubeta y se separa del molde. El gel se tifie
sumergiéndolo en una solucion colorante que contiene azul de Coomassie G-250 (Tabla 4-4).

Esta solucidn fija las proteinas al gel y permite su tincion.

El tiempo de tincidn es de por lo menos una hora. Después el gel se retira del tefidor y se
sumerge en la solucién destefidora (Tabla 4-5) O.N. para retirar el colorante unido de forma

inespecifica. La tincion y distincidon de los geles se realiza en continua agitacion.

Conservacion de los geles

Por ultimo, es necesario secar los geles para poder conservarlos. El procedimiento de secado
se hace entre dos laminas de celofana humedas, colocado sobre una placa de vidrio y sujetado
con pinzas. Dejarlo secar de 2 a 5 dias. Este procedimiento se realiza para todos los geles

poliacrilamida que realizaremos en este trabajo.
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SOLUCION TENIDORA
Reactivos Gel SDS-PAGE Gel AU-PAGE
Azul de Coomassie 2,5 g (G-250) 2,75 g (R-250)
Isopropanol 250 ml -
Metanol - 500 ml
Acido Acético 100 ml 100 ml
H,O Hasta 1L 500 ml

Filtrar Ia solucién con papel filtro

Tabla 4-4. Composicion de la solucion colorante de los geles SDS-PAGE y AU-PAGE.

SOLUCION DESTENIDORA
Reactivos Gel SDS-PAGE Gel AU-PAGE
Isopropanol 100 ml -
Metanol - 500 ml
Acido Acético 100 ml 100 ml
H,O0 Hasta 1L 500 ml

Tabla 4-5. Composicion de la solucién destefiidora de los geles SDS-PAGE y AU-PAGE.

4.3.2 Electroforesis en geles de poliacrilamida-acido acético-urea (AU-PAGE)

La electroforesis en poliacrilamida-acido acético-urea (Panyim y Chalkley, 1969) se basa en la
separacion de proteinas segun su carga eléctrica, por lo que es posible separar moléculas del
mismo tamano pero con distinta carga. En este trabajo se desarrollara la técnica AU-PAGE
utilizando las condiciones de Panyim y Chalkley pero sustituyendo el PSA y el TEMED por
tiourea y H,O, (Hurley, 1977) (Tabla 4-6).

La migracion se logra en funcién de dos parametros: la carga y el tamafo de las moléculas. El
AU-PAGE se utiliza comunmente para separar proteinas muy basicas debido a que éstas se
disuelven muy bien en la mezcla de urea y medio acido. La urea interfiere con las interacciones
hidrofébicas de las proteinas y las desnaturaliza parcial o totalmente (dependiendo de la

concentracion de urea).
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En los geles AU-PAGE se utiliza un solucién al 5% de acido acético como tampén de cubeta.

Preparacién de muestras del gel AU-PAGE

La preparacion de las muestras es muy sencilla, solo es necesario mezclarlas con 1 volumen

del tampon de muestras (Tabla 4-7). El colorante de migracion, en este caso es el verde de

metilo. No es necesario hervir las muestras.

En el caso de tener muestras con alta concentracién de sales, es necesario tratarlas con TCA

para evitar que dichas sales afecten el desarrollo de la electroforesis. El protocolo a seguir es el

siguiente:

© ©o N o g bk~ o N -

Agregar a las muestras TCA hasta una concentracion final del 25%.
Colocar las muestras en hielo por 15 min.

Centrifugar a 13000 rpm durante 5 min a 4°C (micréfuga).
Descartar el sobrenadante con cuidado.

Lavar el sedimento con 1 ml de acetona (vortex).

Centrifugar a 13000 rpm durante 5 min a 4°C (micréfuga).
Descartar el sobrenadante con cuidado y secar las muestras al aire.
Resuspender en de agua milliQ®.

Agregar un volumen de tampdén de muestras AU-PAGE 2x y cargar las muestras en el
gel.

Preparaciéon del montaje del gel AU-PAGE

El molde se prepara con dos placas de vidrio separadas por espaciadores. Sellar los
laterales y la parte inferior con una goma y mantenerlo unido con pinzas.

Preparar el gel (Tabla 4-6), verterlo entre las dos placas y colocar inmediatamente el
peine para definir los pozos.

Esperar un momento a que polimerice el gel.

Tomar la cubeta donde se colocara el gel y llenar la parte inferior con el tampdén de
cubeta. Fijar el gel en la cubeta, retirar el peine y afadir tampon de cubeta a la parte

superior. Asegurarse de no dejar burbujas entre el gel y el tampon de cubeta.
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5. Aplicar las muestras con una jeringa Hamilton.

Iniciar el proceso de electroforesis aplicando un campo eléctrico constante entre 18 y 20
mA.

7. Dejar correr las muestras hasta que el colorante del tampon de muestras haya migrado
hasta 0,5 - 1 cm del final del gel.

Deteccion de proteinas

La deteccién de las proteinas se logra de la misma manera que el gel SDS-PAGE pero con
distintas soluciones tefiidora (Tabla 4-4) y destefiidora (Tabla 4-5). El tiempo de tincidon también

es de minimo 1 hora y se destifie O.N.

GEL DE POLIACRILAMIDA-ACIDO ACETICO-UREA

) Cantidad
Reactivos 2,5 M Urea, Acrilamida 15%, Bisacrilamida 0,1%,
A. Acético 5,37%, Tiourea 0,09%, H,0, 0,56%

Solucion A* 6 ml
30% Acrilamida, 0,2% Bisacrilamida
Acido acético 15 ml
Solucion al 43% ’
Urea10 M 3ml
Tiourea 10.5 mg
H,O Hasta 12 ml
H,0, 67,5 ul

Tabla 4-6. Composicion de un gel de poliacrilamida-acido acético-urea 10 cm x 15 cm x 1,5 mm.
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TAMPON DE MUESTRAS 2x (gel AU-PAGE)

Reactivos Cantidad
B-mercaptoetanol 14 pl
Urea10 M 8 ml
Acido acético 0,5ml
H,O Hasta 10 ml
Verde de metilo Punta de espatula

Tabla 4-7. Composicion del tampdn de muestras para una electroforesis en gel AU-PAGE.

4.3.3 Electroforesis en geles EMSA

Los geles EMSA (Electrophoresis Mobility Shift Assay) o geles de retardo se utilizan para
detectar la interaccion proteina-oligonucleétido. El fundamento de esta técnica se basa en la
movilidad electroforética por tamafo de molécula. Si la proteina o péptido es activo, es decir, al
interaccionar con el ADN se une al él y forma complejo ADN-proteina/péptido, el tamafio de

éste sera mayor comparado con el oligonucledtido libre.

En los geles EMSA se prueban distintas relaciones entre las biomoléculas formadoras del

complejo para conocer cual es la condicién éptima de formacion de complejo.

Para cumplir con los objetivos de este proyecto, realizaremos un gel EMSA para analizar la
interaccion HMGA1a(A50-91) con el oligonucledtido CCAATAATCGCGATTATTGG.
Cargaremos en cada pozo del gel la misma cantidad de oligonucleétido y cantidades crecientes
de proteina.

Preparacién del montaje de los geles EMSA

La composicién del gel se describe en la Tabla 4-8. La preparacion del montaje de los geles es
practicamente la misma descrita para los geles AU-PAGE. Es imprescindible conservar la
integridad del ADN y de la proteina. Por lo anterior, debido a la sensibilidad de las proteinas y
los oligonucledtidos a la temperatura, el gel EMSA se realiza a 8°C (en la camara fria) y es
necesario vigilar que durante la electroforesis no incremente la temperatura (colocar el montaje

sobre hielo).
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Preparaciéon de las muestras de geles EMSA

Para evitar interacciones con otras sustancias que puedan afectar a la formacioén del complejo

ADN-proteina, el tampdn de muestras de los geles EMSA no tienen colorante de migracion.

En este caso utilizaremos como tampd6n de muestras 0,3x TBE (0,027 M Tris-Borato y 0,6 mM
EDTA) y 5x TBE (Tabla 4-9). Ademas del tampdn, a las muestras se les afiade glicerol al 50%
para aportarle densidad a la solucion. Es necesario incubar las muestras preparadas durante

una hora a 8°C para permitirles formar el complejo ADN-proteina.

GEL DE RETARDO (EMSA)
s Cantidad
Reactivos Acrilamida 8%, Bisacrilamida 0,2%,
Soluciéon A
30% Acrilamida, 0,8% Bisacrilamida 3.2ml
5x TBE
54 g Tris, 27,5 g acido borico, 20 ml 0,8 ml
EDTA0,5 M pH 8
H,0 7,83 ml
PSA
Solucion al 10% el
TEMED 12 pl

Tabla 4-8. Composicion para preparar 2 geles EMSA de tamafio: 10 cm x 15 cm x 0,75 mm.

Antes de cargar las muestras en el gel, es necesario realizar un prerunning, esto es, conectar el
campo eléctrico al sistema de electroforesis montado con el tampdn de cubeta a 75 V por 30
min (como minimo), a 8°C y colocado sobre hielo. Una vez transcurrido ese tiempo, se cargan
las muestras en el gel (trabajando en la camara fria con mucho cuidado al cargar ya que las
muestras no tienen colorante) y se realiza el run (se inicia la electroforesis de las muestras) a

125V por una hora a 8°C en la camara fria y montado sobre hielo.
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TAMPON DE CUBETA (gel EMSA)

Reactivos Tampon de cubeta

5x TBE pH 8
Tris 54 ¢
Acido Bérico 2759
EDTA 20 ml
H,O Hasta 1L

Tabla 4-9. Composicion del tampon de cubeta de los geles EMSA. Normalmente se prepara el tampén 5x
y se diluye a 1x para ser utilizado durante la electroforesis.

Deteccion de ADN y complejo

La deteccion del ADN se hace sumergiendo el gel en una solucidn tefiidora que contiene 5 ul de
SYBR® Gold Nucleic Acid Gel Stain de Invitrogen™ + 50 ml TBE 0,3x durante 20 min a
temperatura ambiente. EI SYBR Gold, a diferencia del bromuro de etidio (compuesto
comunmente utilizado para tefir ADN), no es un agente intercalante, es decir, no se inserta en
el espacio entre pares de bases, sino que se asocia a la molécula de ADN interactuando en el
surco menor del ADN. El tefiidor SYBR representa una alternativa como tinte al bromuro de

etidio, ya que es 100 veces mas sensible que éste y mucho menos dafiino para la salud.

Para observar el ADN tefiido, es necesario escanear el gel con fuente de excitacion TransUV
(GelDoc XR Biorad).

Esta tincién nos permitira observar el oligonucledétido, ya sea libre o formando el complejo con la

proteina.

Deteccién de la proteina HMGA1a(A50-91)

La deteccion de las bandas correspondientes a la proteina se realizara mediante la tincién en

plata SilverQuest™ Silver Staining Kit de Invitrogen™ (http://tools.invitrogen.com/content

/sfs/manuals/silverquest _man.pdf).




Estudio estructural de la union de ADN rico en adeninas y timinas con la proteina Pag. 55
HMGA1a y con farmacos especificos de unioén al surco estrecho del ADN

Mediante la tincién en plata lograremos observar y comprobar la formacién del complejo ADN-
proteina. Si se tifie una de las bandas que aparecia con la tincion con SYBR® Gold, representa

la formacién del complejo.

4.4 Preparacion de oligonucleétidos

Los oligonucleotidos con los que trabajaremos provienen del Instituto Pasteur de Paris y los
recibimos liofilizados con un grado de pureza que oscila entre 95 y 98%. Estos son obtenidos
mediante la sintesis en fase solida usando el método de la fosforoamidita y purificados por
HPLC. En este trabajo se estudiaran tres oligonucleétidos de distinta secuencia y longitud
(Tabla 4-10).

OLIGONUCLEOTIDOS
Secuencia Longitud (N° nucleétidos)
CCAATTATCGCGATTATTGG 20
AATATATATATT 12
CATATATATG 10

Tabla 4-10. Secuencia de los oligonucleétidos utilizados.

Las muestras en polvo se disuelven normalmente en H,O milliQ® estéril. El proceso de
preparacion de la disolucion madre debe llevarse a cabo de manera cuidadosa y precisa,
tomando en cuenta que la muestra en polvo es muy volatil. Es necesario evitar cualquier tipo de

contaminacion que pudiera alterar o degradar el ADN en el momento de preparar la disolucion.

Para poder realizar los ensayos es indispensable conocer la concentracion de oligonucledétido
en la disolucion madre. Para ello, en el espectrofotdmetro se realiza por duplicado la lectura
puntual de la absorbancia a 260 nm (maxima absorbancia de los enlaces fosfodiéster de los
nucleoétidos) de una solucion con 0,5 pl de disolucién madre en 500 pl de H,O milliQ estéril. Se
promedian los resultados de absorbancia a 260 nm y se aplica la ley de Lambert-Beer (Eq. 4-1)

y el factor de dilucién para determinar la concentracion de la disolucion.
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El coeficiente de extincion a 260 nm de los oligonucledtidos se calcula mediante la ecuacién de
Cantor et al. (1970) (Eq. 4-2):

€260 = EDpEpFpGp..kpL = 2 (EppE + EbpF + Eppa + -+ ExpL) — € — EF — £ — 1 — &

Eq. 4-2. Ecuacion de Cantor et al.

En esta ecuacion el coeficiente a 260 nm (£260) de un oligonucledtido de cualquier secuencia
(DpEpFpGp.....KpL), se calcula a partir de los coeficientes de extincion de cada tipo de enlace
entre dos bases (¢ppe, £5pr EmpG---5 €kpr) Y €l de las bases que aparecen en posiciones internas

(€& €F €6, ---, €k)- LOs valores de los coeficientes se muestran en la Tabla 4-11.

DNA Coeficiente de extincion, DNA Coeficiente de extincion,
g (I'mmol?*-cm™) € (I'mmolt.cm?)
pdA 15,4 dCpdG 9,0
pdC 7,4 dCpdT 7,6
pdG 11,5 dGpdA 12,6
pdT 8,7 dGpdC 8,8
dApdA 13,7 dGpdG 10,8
dApdC 10,6 dGpdT 10,0
dApdG 12,5 dTpdA 11,7
dApdT 11,4 dTpdC 8,1
dCpdA 10,6 dTpdG 9,5
dCpdc 7,3 dTpdT 8,4

Tabla 4-11. Coeficientes de extincién a 260 nm, 25°C, pH neutro, de cadena sencilla de ADN (Cantor et
al., 1970).

Por ultimo, en el calculo de la concentracién de los oligonucleétidos se debe tener en cuenta
que los valores de la Tabla 4-11 son para calculos de coeficientes de cadena simple de ADN; y
en nuestro caso, en las disoluciones con las que trabajaremos los oligos formaran doble
cadena. Por lo tanto, la concentracidén calculada se debe de dividir entre dos para obtener la

concentracion del duplex de ADN.
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4.5 Preparacion de farmacos de union al surco estrecho del ADN

Los farmacos de unién al surco estrecho del ADN con los que realizaremos los ensayos de
interacciones con ADN rico en AT son la droga P10 y la droga R0O5 (ver apartado 3.3.1 y 3.3.2).
Estas drogas son comercializadas por Sigma-Aldrich y las recibimos en forma de polvo con una

pureza del 98%.

Para el desarrollo de los ensayos cristalograficos es necesario preparar disoluciones de los
farmacos utilizando como disolvente el DMSO (dimetil sulféxido), en el cual ambos son solubles

a una concentracién menor o igual a 10 mg/ml.
Se efectuaran los calculos para obtener la concentracion molar de las disoluciones realizadas.

A pesar de que estos farmacos no son volatiles, es necesario preparar las disoluciones de

manera muy cuidadosa y debe evitarse el contacto con la piel.

4.6 Estudios cristalograficos

Tal como se ha comentado anteriormente, en este trabajo se desea estudiar la estructura
tridimensional de complejos de proteina-ADN y farmaco-ADN. Para lograrlo es necesario
encontrar las condiciones O6ptimas de cristalizacion de estos complejos que permitan la

obtencién de cristales de calidad y posteriormente resolver su estructura.

4.6.1 Fundamentos de la cristalizacion

La cristalizacion de cualquier molécula se produce a partir de una solucién sobresaturada. El
cristal se forma mediante la adicion ordenada de moléculas de soluto a un nucleo inicial de
cristalizacion. Por tanto, el objetivo es la obtencion de una solucion sobresaturada en la cual se
generen nucleos de cristalizacién que posteriormente formen cristales. Se desea la formacion

de pocos nucleos y que los cristales que surjan sean ordenados y de tamafio adecuado.

Dentro del estado de sobresaturacion existen dos fases con caracteristicas distintas (Fig. 4-12).

La primera fase es la metaestabilidad. Un sistema metaestable tiende a evolucionar hacia el
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punto de saturacion pero es incapaz de hacerlo por requerir energia de activacion para el
proceso. Por otra parte, si el sistema sobrepasa de forma excesiva el punto de saturacion pasa
a la segunda fase que es la inestabilidad. En un sistema inestable la probabilidad de formacion
de nucleos productivos es mucho mayor, por lo que aparecen espontaneamente un gran

numero de cristales pequefios.

Por otra parte, una solucion poco saturada necesita mucho tiempo para la formacién de
cristales debido a que la solucion acepta todo el soluto y tarda mucho tiempo en separarse en

forma solida.

Es importante como se alcanza el punto de sobresaturacién. Si se realiza de manera abrupta se
produce la precipitacion del complejo en forma de agregados amorfos, no ordenados, los cuales
no pueden estudiarse por difraccién de rayos X. Sin embargo, si se alcanza la sobresaturacion
poco a poco y se supera ligeramente la frontera de la zona metaestable hacia la zona inestable,
es posible obtener cristales ordenados mediante la formacion de pocos nucleos de cristalizaciéon
donde el exceso de soluto se ordene de forma lenta y ordenada engrandeciendo los escasos
cristales formados. La estrategia mas utilizada para conseguirlo consiste en afiadir a una
solucion concentrada de la molécula sustancias que disminuyan su solubilidad, generalmente

disminuyendo la cantidad de solvente.

‘ Zona de precipitacion

Zona de nucleacién ‘

Curva de
Supersolubilidad

/

Curva de
solubilidad

‘ Zona metaestable

CONCENTRACION DE LAS MOLECULAS
FORMADORAS DEL CRISTAL

PARAMETRO AJUSTABLE

Fig. 4-12. Diagrama de fases. Solubilidad en funcion de la concentracion de las moléculas a cristalizar y
de un parametro ajustable (Adaptado de Chayen, 2004).
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En la mayoria de los casos, el proceso de cristalizaciéon es largo y dificil. Es necesario realizar
un gran numero de ensayos para obtener un cristal suficientemente bueno para poder ser

estudiado mediante difraccién de rayos X.

4.6.2 Condiciones para la cristalizacion

Para la obtenciéon de cristales es necesario que las muestras (proteina, farmacos y
oligonucleoétidos en nuestro caso) cumplan con una serie de requisitos. Ademas, para poder
llegar a la zona de sobresaturacion es necesario tomar en cuenta los factores que afectan a la

solubilidad del complejo.
Los requisitos necesarios para conseguir un buen cristal son:

» Concentraciéon de las muestras. Para llegar a la sobresaturacion es necesario que
tanto el oligonucledtido como la proteina o farmaco de partida se encuentren a una
elevada concentracion. En el caso de la proteina HMGA1a(A50-91) humana, se logré
la concentraciéon de la muestra mediante ultracentrifugacion (ver apartado 4.2.3). En
cuanto a los oligonucleétidos y farmacos, se prepararon directamente disoluciones
concentradas (ver apartado 4.4 y 4.5).

» Pureza de la muestra. Las contaminaciones e impurezas en las muestras del complejo
limitan el tamano, dificultan el crecimiento y aportan irregularidades a los cristales. Es
necesario trabajar con muestras muy puras. El grado de pureza obtenido por
cromatografia aporta a la proteina la pureza requerida (ver apartado 4.2.2), la cual fue
corroborada con las técnicas electroforéticas del apartado 4.3.1 y 4.3.2. La pureza de
los oligonucledtidos y de los farmacos la garantiza el proveedor que los suministra.

» Homogeneidad de la muestra. Se debe trabajar con muestras homogéneas para
asegurar la formacién de cristales con repeticiones unitarias practicamente iguales.

» Estabilidad. Se debe de garantizar al maximo posible la estabilidad de las muestras
(especialmente en el caso de la proteina y del ADN) durante los ensayos
cristalograficos. Para ello, se trabaja a bajas temperaturas y en condiciones que

limiten el riesgo de contaminacion.
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Para alcanzar un sistema de sobresaturacion en la muestra es posible aumentar gradualmente
la concentracidn de las moléculas a cristalizar mediante la eliminacion de agua e incorporando
cambios que disminuyan su solubilidad. En general, los factores que provocan estos cambios

son los siguientes:

= Eliminacién de agua por evaporacién
= Variacién del pH

= Variacion de la temperatura

= Cambios en la fuerza iénica

» Precipitantes poliméricos.

= Disolventes organicos volatiles.

= Disolventes organicos poco volatiles

» Ligandos especificos

Es muy importante tener en cuenta la relacion de concentraciones entre la proteina

HMGA1a(A50-91) o el farmaco y el oligonucledétido para la formacion del complejo.

4.6.3 Metodologia de cristalizacion: Cristalizacion por difusién de vapor

Existen diferentes estrategias para conseguir una correcta cristalizacion. En este trabajo se

utilizara uno de los métodos mas comunes: la difusion de vapor.

Esta técnica se basa en la concentracion de proteina, péptidos o farmaco y ADN mediante la
difusidon de las especies volatiles en un sistema cerrado. El sistema esta formado por una
camara semihermética que contiene un pozo o depdsito donde se encuentra una solucién con
precipitante a una determinada concentracién, y una gota (de mucho menor volumen que el
pozo) que contiene las moléculas a cristalizar y el tampdn de cristalizacion. El tampén de
cristalizacion se compone, entre otras sustancias, de la solucidén precipitante pero en menor

concentracion que el pozo. La gota y el pozo no estan en contacto.

La presion de vapor de agua es mucho mayor en la gota que en el pozo. Por lo tanto, la gota va
perdiendo agua poco a poco hasta igualar las concentraciones de precipitante del pozo y de la

gota.



Estudio estructural de la union de ADN rico en adeninas y timinas con la proteina Pag. 61
HMGA1a y con farmacos especificos de unioén al surco estrecho del ADN

En este proyecto se us6é como precipitante el MPD (2-metil-2,4 pentanodiol), el cual es menos
volatil que el agua, por lo que pasara agua de la gota al pozo provocando la disminucion del
volumen de la gota y el aumento de la concentracion de los componentes que contiene. De esta
manera se consigue llegar a la zona de sobresaturacidn y precipitar las moléculas, idealmente,

en forma de cristal.

Existen dos variantes para llevar a cabo la técnica de cristalizacion por difusién de vapor: la
gota colgante y la gota sentada. En este trabajo utilizaremos el método de gota colgante

utilizando como soporte capsulas individuales (Fig. 4-13).

Gota
( ) Complejo + Tampén de cristalizacién

(b)

Pozo
Solucién precipitante

Fig. 4-13. (a) Esquema del sistema de cristalizacion por difusion de vapor con gota colgante. (b)
Capsulas ETS Cauver que se utilizaran para el desarrollo de los ensayos cristalograficos.

El procedimiento para llevar a cabo el método de gota colgada consiste en pipetear
directamente los componentes de la gota sobre la parte interna de la tapa de la capsula; la gota
se mantiene adherida a ella. Asimismo, se pipetea la solucion precipitante en el pozo (parte

inferior de la capsula) y se encajan las dos partes de la capsula formando el sistema cerrado.

Se realizara un gran numero de experimentos variando los diferentes factores mencionados en

el apartado anterior para encontrar las condiciones éptimas de cristalizacién.

Para preparar las gotas se utilizara como tampdn de cristalizacion las disoluciones comerciales
Natrix-HR2-116 (Hampton Research). Estas disoluciones contienen sales, precipitantes

poliméricos y solventes organicos a distintos pHs. Ademas, afadiremos algunos tampones
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adaptados, es decir, preparados en el laboratorio con condiciones de concentracién de

componentes y pH adecuados para nuestra investigacion.
El orden de adicion de los distintos componentes de la gota es:

1. ADN

2. Tampdn de cristalizacion

3. H3O (para aforar al volumen final deseado)
4

Proteina o farmaco

El ADN con el tampon de cristalizacion se deja reposar un par de minutos, se observa la gota
en el microscopio y se anotan las observaciones. Después de agregar la proteina o el farmaco,
es necesario observar la gota nuevamente en el microscopio, anotar observacion, y dejarlas
reposar 30 min a temperatura ambiente. En algunos casos, transcurrido este tiempo, las
condiciones de temperatura se bajaran gradualmente: 16°C por 10 min, después a 10°C por 20
min y por ultimo se llevan a 4°C donde permaneceran durante el desarrollo del ensayo. En otros

casos, se mantendra la temperatura de las gotas a 10°C o a temperatura ambiente.

La solucion del pozo inicial sera de 20% MPD para todos los ensayos con proteina. A los
ensayos con farmacos, ademas del 20% MPD se anadira al pozo 5% de isopropanol. Para
disminuir la solubilidad del complejo proteina/farmaco-ADN y asi tratar de obtener cristales,

aumentaremos gradualmente la concentracion de MPD en el pozo.

Las capsulas se deben inspeccionar periddicamente para observar su evolucion, cambiar las
condiciones del pozo y detectar la formaciéon de cristales. Esto se hace comprobando la

birrefringencia en un microscopio con luz polarizada.

Un cristal es bueno, es decir, se supone que esta bien ordenado, cuando tiene los lados rectos,
brilla mucho, extingue la luz polarizada, no tiene grietas y es uniforme. En el momento de
cumplir con estas caracteristicas fisicas, se pesca el cristal y se congela con nitrégeno liquido

hasta su posterior analisis por difraccion de rayos X.

La “pesca” consiste en la captura del cristal en la gota donde se ha formado. Esto se realiza a
4°C con la ayuda de un cryo-pin, el cual consta de un lazo de nylon muy delgado (loop) unido a

una varita metalica y sujeto a una base magnética (Fig. 4-14). Inmediatamente después de ser
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pescado, el cristal en el cryo-pin se inserta en el cryo-vial y se coloca en una cafia sumergida

en nitrégeno liquido para evitar su degradacion.

Loop

Base magnética —p»

Iman

Fig. 4-14. Esquema de crio-pin (izquierda) y detalle de un loop con un cristal (derecha).

4.7 La cristalografia de rayos X

La cristalografia de rayos X es una técnica experimental para estudiar y analizar moléculas y
biomoléculas basada en el fendmeno de difraccion de los rayos X de sodlidos en estado
cristalino para la determinacién de su estructura tridimensional. Uno de los pasos mas
importantes de esta técnica es la obtencién de cristales de suficiente calidad para ser
difractados (apartado 4.6). El estudio estructural correctamente realizado proporciona la

informacién a escala atémica de la estructura tridimensional del material cristalizado.

4.7.1 Estructura cristalina

Bajo ciertas circunstancias, muchas moléculas, incluyendo proteinas y acidos nucleicos,
solidifican formando cristales. Al entrar en el estado cristalino desde una solucién, las moléculas
individuales de la sustancia adoptan una o unas pocas orientaciones idénticas. El cristal
resultante es una matriz o red tridimensional ordenada de moléculas, atomos o iones unidas por

interacciones no covalentes.
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La Fig. 4-15c representa una matriz cristalina de moléculas. Las lineas de la figura dividen el
cristal en celdas unitarias idénticas. Al conjunto de puntos en las esquinas o vértices de las

celdas unitarias se le llama red.

La celda unitaria es el elemento mas pequefio y mas simple volumen que es completamente
representativo de todo el cristal. Su tamafo viene determinado por la longitud de sus tres
aristas (a, b, ¢) y la forma por el valor de los angulos entre dichas aristas (a, B, y) (Fig. 4-15b).
Al conjunto de atomos, moléculas o iones que forman la celda unitaria de la red se le llama

motivo o unidad asimétrica (Fig. 4-15a).

(a) oy - (c)
O'. s | ¢ *
.$'. : ' o W Vo W
5 j. $oe *de [ T °de
000 o8 = 3 5 -~
© «%% o ".‘o « @ .o
o ¥e ode &

Fig. 4-15. Esquema de las partes que forman una estructura cristalina (a) Unidad asimétrica; (b) celda
unitaria y parametros que la caracterizan; y (c) red cristalina (adaptado de Blinder, 2004)

Se conoce como grupo espacial al conjunto de operaciones de simetria que puede presentar la
unidad asimétrica para generar la celda unitaria. Segun las Tablas Internacionales para
Cristalografia de Rayos X (International Tables for X-Ray Crystallography, 1969) existen 230
grupos espaciales posibles (también llamados grupos de Laue). Las restricciones de los

compuestos organicos hacen que el numero de grupos espaciales se reduzca a 65.
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4.7.2 Difraccion de rayos X

Los rayos X son radiaciones electromagnéticas con una longitud de onda comprendida entre

0,1y 150 A, longitud comparable con la distancia interatémica de las biomoléculas estudiadas.

La difraccién se debe esencialmente a la relacion entre las fases de todas las ondas reflejadas
por cada celda unitaria del cristal. Los rayos inciden sobre el cristal en una determinada
direccion. Los rayos que han atravesado distintos puntos del cristal siguen caminos opticos de
diferente longitud y esta diferencia da lugar a un cambio en la amplitud de la onda resultante.
Cuando las ondas estan completamente desfasadas se anulan entre si: interferencia
destructiva. Por el contrario, cuando las ondas estan en la misma fase, la amplitud de la onda
final es la suma de las amplitudes para cada onda: interferencia constructiva. Puesto que un
cristal estd compuesto de miles de celdas unitarias, la interferencia constructiva entre todas
ellas resulta en un haz lo suficientemente intenso para poder ser medido con un detector de

rayos X.

Para describir el fenémeno de la difraccion se puede hacer uso de modelos fisicos y
geomeétricos, basados estos ultimos en los modelos de Lawrence Bragg de 1913. Estos
modelos establecen que cuando los rayos X interaccionan con estructuras cristalinas, se
comportan como una reflexion optica que da lugar a unos planos virtuales de la red cristalina
(planos de Bragg). Asi, la difraccidon se produce entre planos paralelos distanciados entre si un
valor d, para un angulo de incidencia 6, tal que la diferencia del camino recorrido por las dos

ondas sea igual a un multiplo de la longitud de onda A (Fig. 4-16).

n-A=2-dn-senf

Fig. 4-16. Ley de Bragg. Donde: n = orden de difraccion, A = longitud de onda, dyg = distancia entre los
planos de difraccion y 6 = angulo de incidencia de la radiacion.
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La ley de Bragg requiere la distancia entre los planos de difraccién (dng), para ello se requieren
los indices de Miller. Se utilizan para caracterizar e identificar cada familia de planos y estan

formados por tres niumeros enteros (h,k,l).

Difraccién de cristales obtenidos

Como se mencioné anteriormente, los mejores cristales que se obtengan en este trabajo se
difractaran en las instalaciones de la Plataforma Cristalografica del Parc Cientific de Barcelona
(PCB) y en el Sincrotron Alba de Barcelona (Fig. 4-17).

En el Parc Cientific de Barcelona, los rayos X se producen de manera convencional por un
generador de anodo rotatorio. El &nodo de cobre se bombardea con electrones acelerados que
se emiten desde un filamento incandescente. La radiacion asi generada esta formada por un
conjunto de radiaciones monocromaticas de longitud de onda de 1,5418 A sobrepuestas al

espectro continuo.

Fig. 4-17. (a) Instalaciones de la Plataforma Cristalografica del Parc Cientific de Barcelona y (b)
Sincrotron Alba de Barcelona.

En cambio, la radiacion sincrotron se genera de manera diferente. Un sincrotron es un
acelerador de particulas en forma de anillos toroidales de gran extensién. Las particulas
cargadas eléctricamente circulan a lo largo del gran anillo toroidal a velocidades cercanas a la

de la luz. El movimiento de las particulas es posible gracias a campos magnéticos creados por
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grandes imanes. Esta energia es la radiacién utilizada en las diferentes lineas del sincrotrén, el

cual permite trabajar en una amplia gama de longitudes de onda y con un alto grado de energia.

En el momento de difractar el cristal previamente pescado y conservado en nitrégeno liquido

(ver apartado 4.6.3), el procedimiento a seguir es el siguiente:

1. Retirar el vial que guarda al cryo-pin con el cristal de la cafia con pinzas especiales.

2. Abrir el cryo-pin con la ayuda de una varita metalica y colocarlo en el criotron (un tipo de
pinzas que ayudan a mantener el cristal congelado).
Ajustar la base del cryo-pin al cabezal del goniémetro.
Retirar el criotron, evitando el contacto con el loop.
Centrar el goniometro para que los rayos X incidan sobre la muestra a lo largo de los
360° de giro.

El proceso es vigilado desde una cabina de control donde es posible manipular diferentes
variables del programa y donde son almacenados los datos obtenidos. Las variables que se
controlan son la longitud de onda (en el caso del PCB es Unica e igual a 1,5418 A), el tiempo de
exposicion, la distancia entre el cristal y el detector, el angulo de rotacién en la obtencion de
cada imagen, el angulo total que gira durante toda la recogida y el numero de imagenes

realizadas.

Una vez obtenidos los datos de la difraccion y dependiendo de la calidad del cristal, éstos se
analizan para encontrar la resolucién de la estructura de la molécula difractada. El proceso de

andlisis de los diagramas de difraccion consta de las siguientes fases:

» Indexado, integracion, procesado y escalado
= Reemplazamiento molecular

= Afinamiento

= Obtencion de mapas de densidad electrénica

= Validacion (resolucién de la estructura)
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5 Resultados y Discusién
5.1 Obtencion de la proteina HMGA1a(A50-91) humana en Escherichia coli

La proteina HMGA1a(A50-91) se obtuvo en un cultivo bacteriano mediante la técnica del ADN
recombinante. Se utilizé como célula huésped la cepa Rosetta (DE3) pLysS de la bacteria
Escherichia coli la cual fue transformada con el plasmido pET3a-HMGA1a(A50-91) (Fig. 4-3)
para que expresara la proteina de interés. El protocolo que se siguid se explica en el apartado
4.1y se muestra en el esquema de la Fig. 5-1.
T
Células competentes
E. coli Rosetta (DE3)plysS

Transformacidn

A= 2
Seleccion de célula
¥ U transformadas
- \
Plasmido LE;3 :[
e (AS0-01 + Am
pETa-HMGA1a(A50-91) P
Cultivo en medio
liquido
Centrifugar ‘ ‘
4 Induccion
Tratamiento del - de la expresion
sedimento bacteriano © !‘.'( x

1 40m

i L8+ Am
LB + Amp S+ Amp

Fig. 5-1. Esquema del proceso de obtencién de HMGA1a(A50-91) en E. coli mediante la técnica del ADN
recombinante.

Las células competentes y el plasmido se sometieron a un proceso de choque térmico para
lograr la transformacién. La solucién de bacterias se cultivd en una placa petri con medio LB y
ampicilina donde crecieron Unicamente las células transformadas. Una vez seleccionada y
picada una colonia de bacterias, ésta fue cultivada en un tubo con 3 ml de medio liquido
(LB+Amp) por seis horas a 37°C y con agitacion a 250 rpm. Posteriormente, se pasoé el
contenido del tubo a un matraz con 50 ml de medio fresco y se incubé O.N. en las mismas

condiciones. El dia siguiente, se inoculé un volumen suficiente de este cultivo sobre 1 litro de
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medio liquido fresco para conseguir que la DOgqo estuviera entre 0,1 y 0,2. Concretamente, se
afiadié 25 ml del cultivo a 1 L de medio con lo que se obtuvo una DO de 0,1027. Se incub6 a
37°C y 250 rpm hasta alcanzar una DOgy de 0,6-0,7. Aproximadamente en tres horas, el cultivo
alcanzé una DOgyo de 0,6540. Este rango de densidad de bacterias nos indica que el cultivo se
encuentra en la fase exponencial de crecimiento. La induccion con IPTG para la expresion de la

proteina se inicia en este momento.

El cultivo se dejo incubar por tres horas durante las cuales las bacterias expresaron la
HMGA1a(A50-91). Tanto en el inicio (t=0 h) como durante la induccién (t=1,5 h y t=3 h) se

tomaron alicuotas para control electroforético (Fig. 5-2).

La proteina HMGA1a(A50-91) se produce en el interior de la bacteria y no es secretada al
medio. Por lo tanto, es necesario realizar un tratamiento celular para recuperar la proteina. El
protocolo utilizado se describe en el apartado 4.2 y permite extraer la proteina de interés del

interior celular y eliminar una parte significativa de las impurezas (otras proteinas bacterianas).

Tratamiento del
sedimento

Induccién

t=0 t=1,5h t=3h

Extracto
enriquecido

Otras proteinas
bacterianas

> HMIGAla(A50-91
Otras proteinas
bacterianas

Fig. 5-2. Analisis electroforético en gel SDS-PAGE del proceso de induccion y el tratamiento del
sedimento bacteriano para la obtencion de HMGA1a(A50-91).

La Fig. 5-2 muestra el gel de electroforesis SDS-PAGE de la expresién de HMGA1a(A50-91)
(pozos 1-3). Se puede observar como la cantidad de proteina aumenta al avanzar el tiempo de

induccion, asi como la presencia de otras proteinas de origen bacteriano. Asimismo, en el pozo
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4 se muestra el resultado final del tratamiento del sedimento bacteriano. Se observa como se
ha conseguido un extracto muy enriquecido en la proteina HMGA1a(A50-91) logrando disminuir

en gran medida las proteinas propias de la bacteria.

A pesar de haber eliminado muchas impurezas de la muestra de HMGA1a(A50-91), es

necesaria la purificacién de la misma mediante técnicas cromatograficas.

5.2 Purificaciéon cromatografica de la proteina
5.2.1 Cromatografia de intercambio catiénico

El proceso de purificacion de la HMGA1a(A50-91) se inicia con la técnica de cromatografia de
intercambio catiénico utilizando una columna empaquetada con 25 ml de carboximetil celulosa
de 1,5 cm de diametro y 18 cm de longitud (CM52, Whatman) (ver apartado 4.2.1).

El extracto enriquecido proveniente del tratamiento de sedimento de bacterias se disuelve en 10
ml de la solucion A (60 mM NaCl, 25 mM Tris, pH 7) y se centrifuga por 10 min a 10000 rpm a

4°C (rotor SS34) para eliminar posibles restos insolubles que pudieran obturar la columna.

El sobrenadante representa la muestra de partida (MP), es decir, la muestra lista para ser
cargada en la columna. Se reserva una alicuota de la MP y una del sedimento (ND, muestra no
disuelta) para control electroforético.

Para lograr la separacion de la HMGA1a(A50-91) de otras proteinas que se encuentran en la
MP se utilizaron tres disoluciones que varian en la concentracion de cloruro de sodio. Previo a
aplicar la muestra de partida en la columna, es necesario lavarla con soluciéon A (50 mM NacCl,
25 mM Tris, pH 7) para equilibrar la columna a las condiciones de trabajo. Posteriormente,
cargamos la muestra de partida e iniciamos el programa, previamente configurado en el equipo

con el método que se muestra en el diagrama de la Fig. 5-3.
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PROGRAMA:
1. 0> 25ml Sol. A
2. 25> 330ml Sol A (100-0%)-Sol. B (0-100%) Solucién C
3. 330> 355 ml Sol. B 1M NaCl
4. 335> 4925ml  Sol.C 25 mM Tris pH 7
5. 395.5 > 645.5ml Sol A (Equilibrado)
1,5V (37,5 ml)
Flujo = 1 ml/ min Equilibrado
Fracciones = 4 ml/tubo Solucién B IZDZI Solucion A
600 mM NaCl 10 V (250 ml)
25 mM Tris pH 7

1V (25 ml)

Gradiente A-B
50-600 mM NaCl
25 mM Tris pH 7

12.2'V (305 ml)

Solucién A
50 mM NaCl
25 mM Tris pH 7

1V (25 ml)

Fig. 5-3. Esquema del programa utilizado para realizar la técnica de cromatografia de intercambio
cationico. El programa aumenta gradualmente el gradiente A-B de manera automatica. El volumen V,
hace referencia al volumen de la matriz empaquetada.

Tal como se indica en la Fig. 5-3, se hacen circular las soluciones a través de la columna a un
flujo constante de 1 ml/min, lo que significa que el tiempo estimado de la cromatografia es de
8,2 horas mas aproximadamente 4 horas de equilibrado. La recogida de muestras se realiza del
paso 1 al 4 del programa en fracciones de 4 ml y se mide su absorbancia a 220, 260 y 276 nm.
Las proteinas absorben a 220 nm (enlace peptidico) y a 276 nm si contienen aminoacidos
aromaticos. Es importante sefialar que la proteina HMGA1a(A50-91) no contiene aminoacidos
aromaticos. La medicion de la absorbancia a 260 y 276 se realiza para detectar posibles

contaminaciones de ADN y de otras proteinas, respectivamente.

En la Fig. 5-4 se muestra el cromatograma correspondiente a las fracciones obtenidas en la
columna de intercambio catiénico. En él se puede observar la presencia de dos picos de
absorbancia a 220 nm. El primero es pequefio y corresponde a las primeras fracciones eluidas
con la solucién A. El segundo pico es mayor y corresponde a las fracciones que eluyeron al final

del gradiente (Solucién A-B).
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Columna CM-52
HMGA1a(A50-91)

29 +

2.7 67
25 1

] 68 —— Abs(276)
23 1 66

1 Abs(260)
21 1 69
01 —&— Abs(220)

171
15 1
131
e

09 +

Absorbancia

07 1
05 1
03 1

0.1 1

01 g 5 10 15 20 25 30 3 40 45 5 55 60 65 70 75 80 8 90 95 100
03 1
Gradiente A-B Solucién C
Solucién A 50-600 mM NaCl 1 M NaCl
255,0"3’\1/";:8;,?-: . 25 mM Tris pH 7 25mM Tris pH 7
N° fraccion

Fig. 5-4. Cromatograma de la columna de intercambio catiénico CM52. Las fracciones marcadas en la
curva de absorbancia a 220 nm corresponden a las analizadas electroforéticamente.

Las fracciones correspondientes a los picos de absorbancia a 220 nm se analizaron
electroforéticamente (Fig. 5-5). Las muestras cargadas en el gel AU-PAGE se precipitaron
previamente con TCA (25%) para eliminar sales que dificultan la electroforesis (siguiendo el

protocolo de preparacion de muestras para geles AU-PAGE del apartado 4.3.2).

Tal como se esperaba, las fracciones que formaron el pico principal de absorbancia
corresponden a la proteina de interés, la HMGA1a(A50-91) (Fig. 5-5). Se observa también como
la centrifugacién de la muestra original hizo posible la eliminaciébn de muchas proteinas

contaminantes de la muestra de partida que se quedaron en el sedimento (ND).
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ND MP 5 57 63 64 65 66 68 69 70 71 72 74

MP 67

HMGA1la
(A50-91)

Fig. 5-5. Gel AU-PAGE con las muestras mas representativas de la columna de intercambio cationico
CM52. ND: No Disuelto; MP: Muestra de Partida.

Las muestras mas puras son de la fraccion 65 a la 70. A partir de la fraccion 71 se observan
también una cierta proporcién de otras bandas por encima y debajo de la banda de la
HMGA1a(A50-91). Por lo tanto, se concentraran las fracciones 65-70 para continuar con el
segundo paso de la purificacion, las fracciones 64, 71 y 72 se guardan a -20°C, y el resto de

fracciones se descartan.

5.21.1 Concentracién y cuantificacién de la proteina HMUGA1a(A50-91) obtenida

Las fracciones provenientes de la columna de intercambio catiénico se reunieron segun el
grado de pureza (Tabla 5-1). Es necesario concentrar las muestras hasta un volumen adecuado
para el siguiente paso de purificacion. El proceso de concentracién de muestras se describe en

el apartado 4.2.3.
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Columna CM52 Volumen Uso
N° Fraccion
64 4 mil Guardar
65, 66, 67 12 ml
68 4 4 ml Concentrar y
seguir purificando
69, 70 8 ml
71-72 ' 8 ml | Guardar

Tabla 5-1. Fracciones de la columna de intercambio catidnico reunidas segun el grado de pureza. Las
muestras [65,66,67], [68] y [69,70] de 12, 4 y 8 ml respectivamente seran concentradas a volimenes
<1ml.

El diagrama de la Fig. 4-8 muestra el proceso de concentracion que se llevo a cabo utilizando el
dispositivo de concentracion Vivaspin® 20 ml MWCO 3000. Cuando el volumen de la muestra
fue del orden de 1 ml finalizé el proceso y se procedié a leer la absorbancia de las muestras
concentradas para determinar su concentracién. También se leyd la absorbancia de las

muestras filtradas por el Vivaspin®.

La cuantificacién de la proteina HMGA1a(A50-91) de las muestras concentradas se calcul6
haciendo uso de la ecuacién de Lambert-Beer (Eq. 4-1) a partir de los valores de absorbancia y

del coeficiente de extincion molar de proteina a 220 nm. Asi, tenemos que:

[HMGA1a(A50 - 97)] = Ao - Aozo = Azzo/

€ ml M
220 | (7,99 /,ng' Cm)(1 cm)  7.99 7

La absorbancia se midi6 dos veces por muestra. La primera lectura se hizo afadiendo 1 ul de
muestra a 800 pl de Solucion A. Después, se afiadio 1 ul a la misma disolucién y se determino
de nuevo la absorbancia. Para obtener la concentracién real de la proteina es necesario aplicar
el factor de dilucién de cada lectura a la ecuacion anterior. Las concentraciones obtenidas se
muestran en la Tabla 5-2 y la Fig. 5-6 muestra el grado de pureza de las muestras
concentradas. Los filtrados no absorbieron a 220 nm, lo que significa que no se perdid proteina

en el proceso de concentracion.
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Concentracion

Woesia | Cgne | Volmen | Velumen
ng/ul mM
A 65, 66, 67 12 ml 1 ml 7,356 1,54
B 68 4 ml 650 pl 5,591 1,17
C 69, 70 8 ml 1 mil . 3 0,63

Tabla 5-2. Caracteristicas de las muestras concentradas provenientes de la CM52.

Fr. Fr. Fr.

65,6667 68 69,70

B B B ——> HMGA1a(A50-91)

Fig. 5-6. Gel AU-PAGE de muestras concentradas. (*) Banda de menor migracion electroforética que la

HMGA1a(A50-91).

El analisis electroforético de las muestras concentradas confirma la necesidad de continuar con

la purificacion de la HMGA1a(A50-91) ya que las tres muestras concentradas contienen (en

diferente proporcion) trazas de otras proteinas.
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5.2.2 Cromatografia de exclusién molecular

El siguiente paso en el proceso de purificacion de la proteina HMGA1a(A50-91) es la
cromatografia de exclusion molecular, que separara las moléculas en funcién de su tamano.
Esta técnica cromatografica permitird obtener fracciones muy puras de la proteina de interés,

aptas para su cristalizacion.

Para llevarla a cabo, se utilizé un sistema FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) con la
columna Superdex™ Peptide 10/300 GL de GE Healthcare y el equipo el equipo AKTA Purifier
10.

La columna tiene un volumen empaquetado de 24 ml con un rango 6ptimo de separacion de
péptidos de masa molecular entre 100 y 7000. El rango de volumen de la muestra de partida
aceptable es entre 25 y 500 ul y admite una concentracion de péptido en la muestra menor o

igual a 10 mg.

Las muestras A, B y C (ver Tabla 5-2) se centrifugan por 10 min a 10000 rpm 4°C (micréfuga).
El sobrenadante representa la muestra de partida (MP) lista para ser cargada en la columna. Se
reserva una alicuota de la MP y una del sedimento (ND, muestra no disuelta) para control

electroforético.

Debido a que el volumen de las MP supera el maximo volumen de muestra recomendado para

la columna (500 pl), es necesario dividirlas en 2 o 3 alicuotas segun su volumen.

El proceso es mas sencillo que el de la cromatografia de intercambio catidnico. El tampén de
equilibrado y de elucién es el mismo: 100 mM NaCl, 10 mM Tris, pH 7,5. El esquema de la Fig.

5-7 muestra el procedimiento utilizado.
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PROGRAMA:
Flujo = 0,5 ml/ min
Fracciones = 0,5 ml/tubo - MuestraAy C
= 0,3 mlitubo > Muestra B
Longitud de onda = 220, 260 y 280 nm

Equilibrado Elucién
100 mM NaCl, 10 mM Tris pH 7.5 100 mM NaCl, 10 mM Tris pH 7.5
2V (48 ml) 1,5V (36 ml)

INYECCION DE LA MUESTRA
(25-500p1)

Fig. 5-7. Esquema del programa utilizado para realizar la técnica de cromatografia de exclusion
molecular. El volumen V, hace referencia al volumen de la columna.

Iniciamos esta técnica con la muestra A. Una vez preparada la MP, la dividimos en tres
alicuotas. Como indica el programa, el tampdn correspondiente se hace pasar por la columna a
un flujo de 0,5 ml/min. Se recogieron las muestras en fracciones de 0,5 ml por tubo. Al igual que

en la cromatografia de intercambio catioénico, se midié la absorbancia a 220, 260 y 280 nm.

La Fig. 5-8, muestra los cromatogramas obtenidos con las tres alicuotas de la muestra A. Las
fracciones que forman el pico a 220 nm en el cromatrograma fueron analizadas por
electroforesis para asegurar la presencia de la proteina HMGA1a(A50-91) y la pureza de la
misma (Fig. 5-9).

Asimismo, el proceso de purificacion continué con las muestras B y C. La muestra B se dividié
en dos alicuotas de aproximadamente 300 ul cada una, y la muestra C se alicuoto en tres, con
volumenes de 100, 500 y 350 pul. A diferencia de las muestras A y C, el volumen de las
fracciones de recogida de B fue de 300 pl por tubo. Los cromatogramas se muestran en las Fig.
5-10 y Fig. 5-12, para la muestra B y C respectivamente. De la misma manera que la muestra
A, las fracciones resultantes de las cromatografias que absorbieron a 220 nm fueron analizadas
por métodos electroforéticos para comprobar la presencia y pureza de la HMGA1a(A50-91) (Fig.
5-11 y Fig. 5-13).

Se observa como la fraccidon contaminante de menor movilidad electroforética, al ser de menor

tamafo, eluye antes que la proteina HMGA1a(A50-91).
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Cromatograma FPLC Cromatograma FPLC
Muestra A. Run 1 Muestra A. Run 2
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Fig. 5-8. Cromatogramas de las columnas de exclusidn molecular de la muestra A. La curva rosa
corresponde a la absorbancia a 220 nm. El recuadro de la derecha de cada cromatograma, muestra una

ampliacién de las fracciones que absorben a esta longitud de onda.

Gel AU-PAGE
Muestra A. Run 2

Gel AU-PAGE
Muestra A. Run 1

HMGAla

HMGA1
= (850-91)

(850-91)

Gel AU-PAGE
Muestra A. Run 3

HMGAla ==
(850-91)

Fig. 5-9. Geles AU-PAGE de las fracciones representativas de la cromatografia de exclusion molecular

de la muestra A. (*) Banda de menor velocidad electroforética que la HMGA1a(A50-91).
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Cromatograma FPLC
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Fig. 5-10. Cromatogramas de las columnas de exclusién molecular de la muestra B. La curva rosa
corresponde a la absorbancia a 220 nm. El recuadro de la derecha de cada cromatograma, muestra una
ampliacién de las fracciones que absorben a esta longitud de onda.

Gel AU-PAGE
Muestra B. Run 1

HMGAla=—>
(450-91)

Gel AU-PAGE
Muestra B. Run 2

HMGAla=—>
(450-91)

Fig. 5-11. Geles AU-PAGE de las fracciones representativas de la cromatografia de exclusion molecular
de la muestra B. (*) Banda de menor velocidad electroforética que la HMGA1a(A50-91).
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Cromatograma FPLC Cromatograma FPLC
Muestra C. Run 1 Muestra C. Run 2
mAL
nAL “
w0 ; |
o | |
150 ‘
o 1
) |
P, TR T <o |
piwjw ming@ingnl |
=— = = = - |
w | | [
2 | / ! > - % |
é aongsesse 10 b robe b ad ol bkt A4k b an 4% a0 00 GICECSr et b bbb s 1) . ; 1 s i el A A A b AL LA A At e A M LA
0 10 20 00 a0 00 €00 i %0 wo Lxo ) w0 a0 €0 wo -
Cromatograma FPLC
] Muestra C. Run 3
=AU 1: - —— T
o
=0 ‘
SpdxPeptidelaS091 110413002:10_Cooc | r
======= SpdxPeptide 1aS091 110:413002:10_Inject / |
------------- SpdxPepride 125091 110413002:10 UV2 260am 200 o | i . 4= |/ r =
Protid 135091 110413002.10 Cond S— | | J
""""" SpdxPeptidelaS091 110413002:10 Fractions 1500 o \/“\\.
1000 0o °
0
o0 0o e e o0 0 -

Fig. 5-12. Cromatogramas de las columnas de exclusion molecular de la muestra C. La curva rosa
corresponde a la absorbancia a 220 nm. El recuadro de la derecha de cada cromatograma, muestra una
ampliacién de las fracciones que absorben a esta longitud de onda.

Gel AU-PAGE
Muestra C. Run 1

Gel AU-PAGE
Muestra C. Run 2
N

ND MP 1112 13‘_ 14 15 16 17

% %'L‘\,

A

HMGA1a

(450-91) (850-91)

Gel AU-PAGE
Muestra C. Run 3

HMGAla —>.
(850-91)

Fig. 5-13. Geles AU-PAGE de las fracciones representativas de la cromatografia de exclusion molecular
de la muestra C. (*) Banda de menor velocidad electroforética que la HMGA1a(A50-91).
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5.2.2.1 Dialisis, concentracién y cuantificacion de la proteina HMGA1a(A50-91) obtenida

Analizando los resultados obtenidos en el proceso de purificacion de la HMGA1a(A50-91), se
reunieron las fracciones de las cromatografias de exclusion molecular segin su grado de

pureza de la siguiente manera:

Fr. Muest Fr. Muestra
Columna (l’l?fn;a N° muestra | Volumen | Columna (Run) N° muestra | Volumen
FPLC FPLC
15 A1) 17,18 A1)
15 A(2) 17,18 A(2)
15 A(3) M1 2,1ml 7 B M3 Al
25 B(1) 28,19 B(1)
28,19 B(2)
25 B(2)
13 Cc(2)
16 A1) M4 1ml
15 c(3)
16 AQ) 14 c(2)
1 ml
16 A(3) M2 2,7ml 16 c(3) M5 "
26,27 B(1) 15,16 Cc(2)
M6 2ml
26,27 B(2) 17,18 C(3)

Tabla 5-3. Fracciones de las columnas de cromatografia de exclusién molecular reunidas segun el grado
de pureza.

El proceso de didlisis y concentracion de muestras se describe en el apartado 4.2.3. En este
momento, las muestras reunidas 1-6 (N° muestra de la Tabla 5-3) se encontraban disueltas en

el tampon de elucién de la ultima cromatografia realizada: 100 mM NaCl, 10 mM Tris, pH 7,5.

Mediante el proceso descrito en el diagrama de la Fig. 4-9, utilizando concentradores Vivaspin®
6 ml MWCO 3000, se realizo la dialisis y concentracion de las muestras. Cuando el volumen de
las muestras era de aproximadamente 100 pl, se realizé el primer lavado con el tampén final de
trabajo: 80 mM NaCl, 25 mM Tris, pH 7,5. En total, se hicieron dos lavados de 6 ml con el
tampon final. Finalmente, se concentraron las muestras hasta volumenes del orden de 100 pl y
de determind su absorbancia a 220 nm por duplicado de la misma manera que en el apartado
5.2.1.1. También se determiné la absorbancia a 220 nm de los filtrados.
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La cuantificacién de la proteina HMGA1a(A50-91) de las muestras concentradas se calculd
nuevamente con la ecuacion de Lambert-Beer (Eq. 4-1) a partir de los valores de absorbancia y
del coeficiente de extincién molar de proteina a 220 nm.

Las concentraciones obtenidas se muestran en la Tabla 5-4 y en la Fig 5-14 se muestra el

grado de pureza de las muestras concentradas.

Concentracion
Volumen Volumen

Muestra | i icial final il .
M1 21 ml 75 4 8,7602 18321
M2 2.7 ml 108 i 19,9704 4,1765
M3 4.2 ml 100 i 16023 0,3351
M4 1 mi 80 4 4,8149 1,0070
M5 1ml 102 pl 7,1325 1,4917
M6 2 ml 13 4 0,3863 0,0808

Tabla 5-4. Caracteristicas de muestras reunidas después de la cromatografia de exclusion molecular.

En cuanto a las muestras filtradas, el analisis espectrofotométrico indicé una elevada
absorbancia a 220 nm, lo que significa que se ha perdido proteina en el proceso de diafiltracion.
Las muestras filtradas se guardaron a -20°C para otros usos.

En el gel de electroforesis AU-PAGE de las fracciones concentradas se cargaron dos
cantidades distintas de cada una de las muestras: 3 ug y 6 pug de proteina HMGA1a(A50-91).
De esta manera se puede observar mas claramente si existe alguna banda contaminante

minoritaria.
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Gel AU-PAGE

HMGA1a y con farmacos especificos de unioén al surco estrecho del ADN
Muestras Purificadas

3ug 6ug

A
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Fig. 5-14. Gel AU-PAGE de muestras reunidas al final de la cromatografia de exclusion molecular. La
muestra mas pura, la M2 (en el recuadro amarillo), es la que se usé para los ensayos cristalograficos.

En resumen, con los resultados obtenidos es posible considerar lo siguiente:

= M1. La muestra tiene una concentracién suficiente para llevar a cabo los ensayos
cristalograficos, sin embargo, su calidad no es la requerida para ello ya que al cargar 6
Mg es posible observar trazas de una banda contaminante. Seria necesario repurificar
para aumentar su pureza.

» M2. La muestra tiene excelente concentracion para fines cristalograficos y el grado de
pureza es muy bueno.

= M3. La concentracion de esta muestra es muy baja debido a pérdidas de proteina
durante el proceso de dialisis y concentracion. Ademas, es posible apreciar la presencia
de una banda por debajo de la banda de la HMGA1a(A50-91) que disminuye su pureza.

= M4. Al igual que la M1, esta muestra tiene relativamente buena concentracién y su
pureza puede ser mejorada con técnicas cromatograficas.

= MS5. Esta muestra tiene buena concentracion y pureza, aunque no la suficiente para

fines cristalograficos.
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= M6. No fue posible cargar 6 ug de proteina de esta muestra en el gel debido a la baja
concentracion que posee. Ademas, se puede observar una banda por debajo de la

HMGA1a(A50-91). No es apta para cristalografia.

Por lo anterior, concluimos que la muestra M2 es la que se utilizara para los ensayos

cristalograficos que realizaremos en este proyecto.

5.3 Preparacion y cuantificacién de las muestras de oligonucleétido

En este proyecto se determind la concentracion del oligonucleétido CCAATTATCGCGATT-
ATTGG segun el procedimiento explicado en el apartado 4.4. Las disoluciones de otros dos
oligonucleodtidos utilizados [A(AT)sT y C(AT)4T] estaban previamente preparadas y su

concentracion ya habia sido calculada.

Para el caso del oligonucleétido CCAATAATCGCGATTATTGG, utilizando los factores de la

Tabla 4-11, se calcul6 el coeficiente de extincion a partir de la ecuacion de Cantor (Eq. 4-2):
ECCAATAATCGCGATTATTGG = 2 * (2:€Empa+ 4-Eppr + 2:E1pa+ 2:E1pr + 1T-Erpc + 1-Erp + 1-Ecpa+ T-Ecpe
+ 2'£CpG + 1'£GpA + 1'£GpC + 1'£GpG) —6E,—6E7—3Ec—3°&;

=2-(2:13,7+411,4+2:-11,7+2-84+81+9,65+ 10,6 +7,3+2:9+ 126 + 8,8+ 10,8

_ /
B 196’5%nmo/~ cm

La disolucién madre de este oligonucledtido se prepard disolviendo 0,55 mg de oligonucledtido
en 25 pl de agua milliQ® estéril. Para la lectura de absorbancia se hace una dilucién 1:1000 de
esta disolucién: se agregan 0,5 ul de soluciéon madre a 500 pl de agua milliQ® estéril y se lee en
el espectrofotometro a 260 nm. El procedimiento se realizé dos veces. La absorbancia media
obtenida a 260 nm fue de 0,31385.
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A partir de este valor y conociendo el coeficiente de extincién molar previamente calculado, es
posible calcular la concentracidon de la solucidn del oligonucleétido mediante la ley de Lambert-
Beer (Eq. 4-1):

(CCAATAATCGCGATTATTGG] aiwion - 1000 = 2 _ 0,31385
£ro” | (196,5 Vol Cm)(1 cm)

[CCAATAATCGCGATTATTGG] diucien 1: 1000 = 1,5972-10° mM

Tomando en cuenta el factor de dilucion (F), la concentracion real de la solucion es:

[CCAA TAA TCGCGA TTA TTG G]cadena simple = [CCAA TAA TCGCGA TTA TTG G] dilucién 1 : 1000* F

- 500,5 il

[CCAATAATCGCGATTATTGGleadena simpie = 1,5972- 10° mM 5l

=1,59 mM

Por ultimo, la concentracidn del oligonucle6tido de cadena doble de la muestra madre es:

[CCAA TAA TCGCGA TTA TTG G]cadena simple
2

[CCAA TAA TCGC GA TTA TTG G]cadena doble =

[CCAA TAATCGCGATTATTG G]cadena doble = 0, 8 mM

En resumen, las concentraciones de los oligonucleotidos utilizados en el presente proyecto se

detallan en la Tabla 5-5.

OLIGONUCLEOTIDOS
. Masa Molecular | Concentracion
Secuencia M, (g/mol) (mM)
CCAATAATCGCGATTATTGG 12226,0 0,8
A(AT), T 7286,0 3,38
C(AT),G 6052,0 2,726

Tabla 5-5. Resumen de las concentraciones de los stocks de los oligonucleétidos utilizados.
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5.4 Preparacion de las muestras de farmacos

Las disoluciones de los farmacos de union al surco estrecho del ADN que utilizaremos para los
ensayos cristalograficos se prepararon diluyendo la droga en DMSO. Las concentraciones de

las disoluciones madre de los farmacos se muestran en la Tabla 5-6:

MGBDs
L Masa Molecular Concentracion
Farmaco M,, (g/mol) (mM)
P10 392.9 10,18
RO5 357,43 27,97

Tabla 5-6. Resumen de las concentraciones de los stocks iniciales de los farmacos de unién al surco
estrecho del ADN (MGBDs) utilizados. A partir de éstas se realizan las diluciones necesarias para la
realizacion de los ensayos cristalograficos.

5.5 Estudios cristalograficos con HMGA1a(A50-91)

Una vez obtenida una muestra muy pura de proteina, es posible iniciar los ensayos
cristalograficos. El objetivo buscado es conseguir cristalizar complejos de la proteina
HMGA1a(A50-91) con el oligonucleétido CCAATAATCGCGATTATTGG.

La razén por la cual se selecciond esta secuencia especifica de ADN para formar complejos

con la proteina se explica a continuacion.

El fragmento de la proteina HMGA1a del aminoacido 50 al 91 (HMGA1a(A50-91) contiene el
segundo y el tercer AT-hook de la proteina, lo que significa que tiene dos sitios de unién al ADN
ricos en ATs. El oligo CCAATAATCGCGATTATTGG tiene en su secuencia dos regiones ATs
separadas por una regién CG. Asi, se pretende unir cada uno de los dos AT-hooks de la
HMGA1a(A50-91) con cada region AT del oligonucledtido (Fig. 5-15).
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50 91

HMGA1a(A50-91): (M)EVPTP KRPRGRPK GSKNKGAAKTRKTTTTPG RKPRGRPKK LE

Oligonucledtido: CCAATAATCGCGATTATTGG

Fig. 5-15. Secuencia de aminoacidos de la HMGA1a(A50-91) y secuencia de nucleétidos del oligo
utilizado para los ensayos cristalograficos. Se muestran las dos regiones AT (en rojo) del oligonucleétido
que podrian unirse a los AT-hooks 2 y 3 de la proteina.

Antes de iniciar los ensayos cristalograficos, analizaremos la interaccion de estas dos

biomoléculas por medio de geles EMSA.

5.5.1 Analisis de la interaccion HMGA1a(A50-91)-CCAATAATCGCGATTATTGG mediante
gel EMSA

Como se menciond en el apartado 4.3.3, este tipo de electroforesis se basa en la disminucion

de la movilidad electroforética de los complejos ADN-proteina en comparacion con el ADN libre.

Las muestras para el gel EMSA se prepararon manteniendo una concentracion constante de

ADN y variando la concentracién de proteina.

Una vez preparadas las muestras siguiendo el protocolo descrito en el apartado 4.3.3, éstas se
incubaron por 1 hora a 8°C y en hielo. La electroforesis se realizé en la camara fria a un voltaje

constante de 125 V durante 45 min. El resultado se muestra en la Fig. 5-16.

Con los resultados obtenidos es posible asegurar que el oligonucledtido analizado forma un
complejo al estar en contacto con la proteina HMGA1a(A50-91). El gel mostrado fue tedido
inicialmente con SYBR® Gold (Fig. 5-16, izquierda). Posteriormente se realizé la tincion en
plata mencionada en el apartado 4.3.3 y se confirm6é que la banda de menos movilidad

electroforética contenia proteina (Fig. 5-16, derecha).
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Relacién Oligonucledtido-Proteina

Relacién Oligonucledtido-Proteina

1:101:2)1:3 ] 1:4 ] 1:5 1116 J 1.7 110:1

Complejo - —.—-h "‘*’b

Oligo-Proteina

Fig. 5-16. Gel EMSA de la proteina HMGA1a(A50-91) y el oligonucleétido CCAATAATCGCGATTATTGG
tefido con SYBR® Gold (a la izquierda) y con SilverQuest™ (a la derecha). MW: marcador de masa
molecular 20 Base Pair DNA ladder Bayou Biolabs.

La formacion del complejo se da desde la relacion 1:1 oligonucledtido-proteina y aumenta la
proporcién del complejo al aumentar la concentraciéon de proteina. La banda de relacién 0:1
(solo proteina) no aparece en el gel ya que la carga de la proteina es positiva, y no migra en la
direccidon del campo eléctrico de este gel. En cambio, cuando la proteina forma parte del

complejo ADN-proteina si es posible detectarla.

Una vez analizada y confirmada la unién CCAATAATCGCGATTATTGG-HMGA1a(A50-91) es

posible realizar los ensayos cristalograficos correspondientes.

5.5.2 Ensayos cristalograficos del oligonucle6tido CCAATAATCGCGATTATTGG con la
proteina HMGA1a(A50-91)

Estudios anteriores realizados por el grupo MACROM han determinado algunas condiciones de
partida optimas para la cristalizacion del complejo HMGA1a-ADN. Asi, de ensayos previos se
obtuvieron cristales del complejo con el oligonucleétido CGCAT,A,TGCG, aunque no fue
posible determinar la estructura que adoptaba la proteina a partir del diagrama de difraccion

obtenido. Otros estudios han encontrado las condiciones para cristalizar el tercer AT-hook de la
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HMGA1a con el oligonucledtido CGAATTAATTCG, con lo que se ha conseguido obtener un

cristal muy bueno y asi, resolver la estructura del complejo.

Tomando en cuenta éstos y otros ensayos ya realizados, en este proyecto se intenta encontrar
las condiciones de cristalizacion 6ptimas para conseguir cristalizar el complejo formado por la
proteina HMGA1a(A50-91) y el oligo CCAATAATCGCGATTATTGG a partir de las siguientes

condiciones de cristalizacion:

» Relacién oligonucleétido-proteina. Hemos probado diferentes relaciones de
oligonucledtido:proteina: (1:2), (1:4), (1:6) y (1:8).

= pH. Trabajamos con un amplio rango de pH, desde 5,4 hasta 8,5.

» Sales. Utilizamos mayormente MgCl, en distintas concentraciones que van desde 2,5
mM hasta 20 mM. También se realizaron ensayos con acetato de magnesio 20 mM y
MgSOQO, 2,5 mM.

» Precipitante. El precipitante utilizado fue MPD. Iniciamos los ensayos siempre con una
concentraciéon de 20% de MPD en el pozo y aumentamos gradualmente la
concentracion.

» Temperatura. Hemos trabajado a bajas temperaturas para evitar la degradacién de la
proteina y del oligonucledétido. Todos los ensayos se iniciaron a temperatura ambiente y
se fue bajando la temperatura gradualmente hasta 4°C donde permanecen durante su

desarrollo.

Se han utilizado tampones de la casa comercial Hampton Research (Natrix HR2-116) (ver
Anexo A.1) y uno extra elaborado en el laboratorio (llamado Casero 1, de composicion 25 mM
acido citrico, 25 mM citrato sodico, pH 5,4). La seleccién de los tampones utilizados se hizo
tomando en cuenta concentraciones bajas de sales, para evitar la competencia de estas sales
con los grupos positivos de la proteina en la union con el oligonucledtido; y ademas, para evitar

la formacion de cristales de sal.

Se hicieron tres series de gotas con el complejo HMGA1a(A50-91) y el oligonucledtido
CCAATAATCGCGATTATTG variando las condiciones de cristalizacién antes mencionadas
(Tabla 5-7). Para informacién sobre los tampones utilizados y mayor detalle de cada gota ver
Anexo A.2.
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ENSAYOS CON HMGA1a(A50-91)-CCAATAATCGCGATTATTG

Fecha de Relaciéon Molar , ..
Gotas L . . Tampon Precipitante
inicio Oligo-Proteina
Natrix N°:
1:2 (0,1 mM:0,2 mM)

CCM1-CCM12 16-Nov-12 144 (0.1 mM-0.4 mM) 7,15,31,42y43 MPD
Casero 1
1:4 (0,2 mM:0,8 mM) Natrix N°:

CCM13-COM18 | 27-Feb-13 | ¢ (02mM16mM) | 15,43y 46 MPD
. 1:6 (0,2 mM:1,2 mM) Natrix N°:

CR1-CR8 23-Abri-13 | 48 (02 mM:1.6 mM) | 7, 16, 43 y 46 MPD

Tabla 5-7. Resumen de las condiciones de cristalizacion de gotas con el complejo HMGA1a(A50-91) y el
oligonucledtido CCAATAATCGCGATTATTG.

El protocolo de preparacion de las gotas se describe en el apartado 4.6.3.

Gotas CCM1-CCM12

El volumen final de las gotas fue 4 pl. Las concentraciones molares fueron 0,1 mM de oligo y
0,2-0,4 mM de proteina. La proteina HMGA1a(A50-91) utilizada corresponde a un stock
purificado anteriormente, el cual se encontraba a una concentraciéon de 1,161 mM en 10 mM
Tris, pH 7,5.

A la muestra de proteina, se le anadid NaCl hasta alcanzar una concentracién de 80 mM. El

cloruro de sodio ayuda a evitar la agregacién de la proteina.

Se elevo gradualmente la concentracion de MPD en el pozo hasta mas de 60% en un periodo

de 4 meses de monitoreo.

Todas las gotas presentaron separacién de fases. No se presenté una evolucién favorable ni se

observo la presencia de cristales en esta serie de gotas.

Gotas CCM13-CCM18

El volumen final de las gotas fue 4 pl. Las concentraciones molares fueron 0,2 mM de oligo y

0,8-1,6 mM de proteina.
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La proteina HMGA1a(A50-91) utilizada corresponde a un stock purificado anteriormente el cual
se encontraba a una concentracion de 5,805 mM en 50 mM Tris, pH 7,5. Agregamos a la

solucién NaCl hasta alcanzar una concentracién de 80 mM.
La concentracién del precipitante se elevé en algunos casos hasta el 55%.
Las gotas presentaron separacion de fases.

Actualmente, esta serie de gotas se siguen vigilando. No se ha observado la formacién de

cristales.

Gotas CR1-CRS8

El volumen final de las gotas fue 4 pl. Las concentraciones molares fueron 0,2 mM de oligo y

1,2-1,6 mM de proteina.

La proteina HMGA1a(A50-91) utilizada corresponde a la M2, purificada durante la realizacion de
este proyecto (ver apartado 5.2). Se encuentra en una solucién 80 mM NaCl, 10 mM Tris, pH

7,5 y tiene una concentracion de 4,1765 mM (Tabla 5-4).

Actualmente, estas gotas se encuentran en desarrollo. El precipitante se ha estado aumentando

gradualmente 4% por semana.

Algunas gotas presentan separacion de fases. No hay cristales hasta este momento.

5.6 Estudios cristalograficos con farmacos de unién al surco estrecho del ADN

Una vez preparadas y cuantificadas las soluciones de oligonucleétidos y farmacos, es posible
continuar con los ensayos cristalograficos. Para lograr cristalizar el complejo oligonucledtido-

droga, se realizaron varias series de gotas variando las siguientes condiciones de cristalizacion:

» Relacién oligonucleétido-droga. Hemos probado diferentes relaciones de oligo:droga:
(1:0,1), (1:0,5), (1:1), (1:2), (1:4), (1:6) y (1:8).
= pH. En todos los ensayos trabajamos a pH 6,0.

= Sales. Utilizamos MgCl..
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= Precipitante. Los precipitantes utilizados fueron MPD e isopropanol. Iniciamos los
ensayos siempre con una concentracion de 20% de MPD en el pozo y aumentamos
gradualmente la concentracion. La concentracion de isopropanol se mantiene constante
a 5%.

= Temperatura. Los ensayos se realizaron a distintas temperaturas, desde temperatura

ambiente hasta 4°C dependiendo de la composicion de la gota.

A continuacion se describen los ensayos realizados para intentar cristalizar el complejo de

oligonucledtidos ricos en AT con la drogas P10 y la droga RO05.

5.6.1 Ensayos cristalograficos de los oligonucleétidos A(AT)sT y C(AT)4G con la droga
P10

Realizamos ensayos cristalograficos con la droga P10 y dos secuencias de oligonucleétidos

ricos en AT para intentar formar un complejo ADN-droga.

ENSAYOS CON LA DROGA P10

Fecha de Relacién Molar

inicio Gotas Oligo Oligo-Droga Tampon Temperatura Precipitante
DCM4 1:4 (0,2 mM:0,8 mM)
DCM5 A(AT)sT 1:6 (0,2 mM:1,2 mM) Temp. Ambiente (TA) | MPD + 5% Isopropanol
DCM®6 1:8 (0,2 mM:1,6 mM)
FCM4* 1:4 (0,2 mM:0,8 mM) TA>16°C>4°C
25-Feb-13 FCM5 A(AT)sT 1:6 (0,2 mM:1,2 mM) TA MPD + 5% Isopropanol
FCM6 1:8 (0,2 mM:1,6 mM) TA
FCM10 1:4 (0,2 mM:0,8 mM) TA
FCM11 C(AT);G | 1:6 (0,2 mM:1,2 mM) Natrix N° 7 TA MPD + 5% Isopropanol
FCM12* 1:8 (0,2 mM:1,6 mM) 20 mM MgCl,, TA>16°C>4°C
o 50 mM MES pH 6.0,
FCM13 1:1 (0,5 mM:0,5 mM) o TA->16°C>10°C o
FCM15 A(AT)sT 1:2 (0.2 mM-1.0 mM) 15% Isopropanol TA MPD + 5% Isopropanol
27Feb-13 FCM14 1:1 (0,5 mM:0,5 mM)
:1(0,5 mM:0,5 ml o
FCM16 C(AT)sG 1:2 (0.2 mM:1.0 mM) TA MPD + 5% Isopropanol
FCM17 1:0,5 (0,5 mM:0,25 mM) o
S FCM19 T 1:0,1 (0,5 mM:0,05 mM) GO MPD + 5% Isopropanol
-Abr-
FCM18 1:0,5 (0,5 mM:0,25 mM) o
FCM20 CAT)G 1:0,1 (0,5 mM:0,05 mM 4°C MPD + 5% Isopropanol

Tabla 5-8. Resumen de las condiciones de cristalizacion de gotas con la droga P10 y los oligonucleétidos
A(AT)sT y C(AT)4G. (*) Gotas de las que se han pescado cristales.
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Se realizaron tres series de gotas variando las condiciones de cristalizacion antes
mencionadas. La Tabla 5-8 muestra un resumen de las gotas realizadas con la droga P10. Para

conocer detalladamente las condiciones y las observaciones de estos ensayos ver Anexo A.3.

DCM4-DCM6 y FCM4-FCM6/FCM10-FCM12

El volumen final de cada gota de esta serie fue de 6 pl. Las muestras DCMs se realizaron
utilizando directamente la solucion madre de la droga P10. Se aforé al volumen final de la gota
con H,O milliQ®. En cambio, las muestras FCMs se prepararon utilizando una dilucién de la

muestra madre de la droga P10 en DMSO y no se anadi6 agua a la gota.

En el momento de la preparacion de las DCMs, el farmaco precipité en la gota (por ser insoluble
en agua) formando cristalitos en forma de varitas. Se mantuvieron a temperatura ambiente y se
incrementé gradualmente el porcentaje de MPD en el pozo, siempre manteniendo 5% de
isopropanol. Después de pocos dias se afadié una pequefia cantidad de DMSO a la gota para
lograr disolver la droga. Se formaron agujitas finas y pequefias. Posteriormente, formaron
precipitado cristalino muy poco prometedor.

Por otro lado, las muestras FCMs formaron pequefias agujas de cristales en el momento de su
preparacion. En la gota FCM4 los cristales formados en el inicio fueron creciendo y mejoraron
su aspecto al ir aumentando la concentracién de MPD en el pozo. La gota fue llevada a 4°C

donde se pesco un cristal en forma de aguja larga (Fig. 5-17a).

Asimismo, en la gota FCM12 aparecieron cristales en forma de agujas alargadas enganchadas
unas con otras. La capsula fue llevada a 4°C para favorecer el proceso de cristalizaciéon y
posteriormente se pescé un cristal en forma de aguja larga. La Fig. 5-17b muestra imagenes de

los cristales de la gota FCM12.
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Fig. 5-17. (a) Imagenes de los cristales obtenidos del complejo A(AT)sT-P10, relacion 1:4 (capsula
FCM4). (b) Imagenes de los cristales obtenidos del complejo C(AT)sG-P10, relacion 1:8 (capsula
FCM12). Ambos ensayos muestran cristales en forma de agujas alargadas muy delgadas y brillantes.

FCM13-FCM16

Analizando los resultados obtenidos en la primera serie de gotas con la droga P10, decidimos
realizar nuevos ensayos disminuyendo la concentracion de farmaco en la gota. Por lo anterior
se probaron las relacion oligo-farmaco 1:1 y 1:2. Las gotas se mantuvieron a temperatura

ambiente. El volumen final de las gotas de esta serie fue 4 pl.

En los ensayos con relacion molar 1:2 (FCM15 y FCM16) ocurrié lo mismo que en los ensayos
anteriores. Adicionamos DMSO a la gota para disolver el farmaco cristalizado en forma de
agujitas. Lamentablemente, estas gotas no evolucionaron de manera satisfactoria y sélo se

obtuvo un precipitado cristalino amorfo.

En las gotas con relacion 1:1 (FCM13 y FCM14), a diferencia de los ensayos anteriores, el
farmaco no precipitd en la gota en el momento de preparacion, por lo contrario, se obtuvieron
gotas claras al inicio del ensayo. Sin embargo, después de un par de dias, en ambas gotas

empezaron a formarse agujitas. Se afiadi6 DMSO para diluir los cristales de farmaco.

Durante la evolucion de la gota FCM13 se formaron cristales con la misma morfologia que los
formados en las gotas FCM4 y FCM12, pero en ese caso eran un poco mas anchos. Esta se

llevé gradualmente a una temperatura de 4°C donde se pescaron dos cristales.
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Se difract6 en la Plataforma de Cristalografia del PCB el cristal de la gota FCM12 y uno de los
cristales pescados de la gota FCM13. En la difraccion se observé que ambos cristales estaban

formados uUnicamente por la droga P10 (ver apartado 5.6.3).

FCM17-FCM20

Una vez mas, analizando los resultados de los ensayos anteriores, realizamos nuevas gotas
con relacién oligo-droga 1:0,5 y 1:0,1 y a concentraciones menores a las estudiadas en la
segunda serie de gotas. A diferencia de las anteriores, esta serie de gotas fueron llevadas a 4°C

el dia en que se realizaron. El volumen final de las gotas de esta serie fue 4 pl.

Estos ensayos siguen en observaciéon pero hasta ahora todas las gotas son claras. La
concentracion de MPD en el pozo ha sido incrementada paulatinamente y actualmente es de
alrededor del 40%.

5.6.2 Ensayos cristalograficos de los oligonucleétidos A(AT)sT y C(AT)4G con la droga
RO5

Realizamos ensayos cristalograficos con la droga R05 y dos secuencias de oligonucleétidos

ricos en AT para intentar formar un complejo ADN-droga.

Se realiz6 una series de gotas variando las condiciones de cristalizacién antes mencionadas. La
Tabla 5-9 muestra un resumen de las gotas realizadas con la droga R05. Para conocer

detalladamente las condiciones utilizadas en estos ensayos ver Anexo A.4.

ENSAYOS CON LA DROGA R05

Fecha de . Relacion Molar . .
| . Tampon Temperatur: Precipitan
inicio Gotas Oligo Oligo-Droga ampo emperatura ecipitante
DCM1 1:4 (0,2 mM:0,8 mM)
25-Feb-13 DCM2* A(AT)sT 1:6 (0,2 mM:1,2 mM) 4°C MPD + 5% Isopropanol
DCM3* 1:8 (0,2 mM:1,6 mM)
1 o
o5 Feb A3 FCM1 14 02mMogmm) | RN T
FCM2 A(AT)sT 1:6 (0,2 mM:1,2 mM) 50 mM MESiHZé 0 4°C MPD + 5% Isopropanol
FCM3 1:8 (0,2 mM:1,6 mM) 15% Isopropano'l !
25-Feb-13 FCM7 1:4 (0,2 mM:0,8 mM)
FCM8 C(AT)G | 1:6(0,2mM:1,2 mM) 4°C MPD + 5% Isopropanol
FCM9 1:8 (0,2 mM:1,6 mM)

Tabla 5-9. Resumen de las condiciones de cristalizacion de gotas con la droga R05 y los oligonucleétidos
A(AT)sT y C(AT)4G. (*) Gotas de las que se han pescado cristales.
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DCM1-DCM3
El volumen final de cada gota de esta serie fue 6 yl y relaciones oligo-droga 1:4, 1:6 y 1:8.

Estas muestras se realizaron con una dilucién de la muestra madre de la droga R05 en H,0.

Ademas, se afiadio H,O en la gota para llegar al volumen final.

La dilucién del farmaco mencionada presentd aspecto turbio y después de un momento de
reposo la droga precipitaba en la solucidon. A pesar de la insolubilidad del farmaco en esta
solucion, se realizaron ensayos para analizar el comportamiento del farmaco en solucion

acuosa.

En el momento de la preparacion de las gotas se formaron puntos negros concentrados en el

centro de la gota. Se mantuvieron a 10°C.

En las gotas DCM2 y DCM3 aparecieron cristales pequefios cuando en el pozo habia 30% MPD
y 5% isopropanol. Ambos ensayos se repitieron cinco veces. La DCM1 no evolucion6

satisfactoriamente y sélo presento precipitado cristalino amorfo.

La Fig. 5-18 muestra los cristales que se formaron en la gota DCM2. Un par de dias después de
la formacion de estos cristales pequenos, la gota fue llevada a 4°C para tratar de mejorarlos.

Sin embargo, los cristales se fundieron poco tiempo después.

Fig. 5-18. Imagenes de los cristales obtenidos del complejo A(AT)sT-R05, relacién 1:6 (capsula DCM2).

Siguiendo exactamente el mismo procedimiento, realizamos cinco repeticiones de esta gota. Se
obtuvieron cristales en dos de ellas: DCM2-R2 y DCM2-R3 (Fig. 5-19).
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En la gota DCM2-R2 se formaron unos pocos cristales grandes en forma de barras con grietas
en su interior que afectan el arreglo del mismo (Fig. 5-19 a). Pasamos de 10°C a 4°C en el
momento en que aparecieron los cristales. Actualmente estamos intentando mejorar los

cristales formados.

Fig. 5-19. Imagenes de los cristales obtenidos del complejo A(AT)sT-R05, relacién 1:6 (repeticiones de la
capsula DCM2). (a) Cristales rectangulares grandes (capsula DCM2-R2). (b) Cristales pequefios muy
brillantes y precipitado cristalino (capsula DCM2-R3).

La gota DCM2-R3 se pasé a 4°C cuando la concentracién de MPD en el pozo era de 30% y
habian aparecido cristales de buen aspecto pero pequefios (Fig. 5-19 b). Para mejorarlos y
hacerlos crecer se aumento el precipitante poco a poco. Se pescaron cuatro cristales de esta
gota. Hasta ahora, se han difractado dos de ellos. Los resultados de las difracciones muestran
la presencia de ADN desordenado y no aparece el farmaco en estos cristales (apartado 5.6.3).

Dos cristales mas estan pendientes de ser difractados.
Las repeticiones DCM2-R1, R4 y R5 presentaron precipitado amorfo.

Por otro lado, la muestra DCM3 dio lugar a cristales muy pequefios y de distintas morfologias
(Fig. 5-20). La gota se llevé a 4°C y se fue aumentando la concentracion del precipitante hasta
llegar a 54%. Durante la evolucién de la gota, se pescaron cinco cristales. Se ha difractado uno

de estos cristales y se observd la presencia de ADN un poco desordenado. No se observa la
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presencia de farmaco en este cristal. Los cuatro cristales restantes, estdn congelados en

espera de ser difractados.

La gota se repitid en cinco ensayos mas siguiendo exactamente el mismo procedimiento. Estas
repeticiones no presentaron la misma evoluciéon que la gota de partida. Sin embargo, tiempo
después, la repeticion DCM3-R2 presenté tres cristales muy distintos entre si y de mal aspecto.

Posiblemente se ha cristalizado Unicamente el farmaco.

Hasta ahora no se ha observado evolucion favorable en las repeticiones de la DCM3.

Fig. 5-20. Imagenes de los cristales obtenidos del complejo A(AT)sT-R05, relacion 1:8 (capsula DCM3).
Se observa precipitado cristalino y pequefios cristales de distintas morfologias.

FCM1-FCM3 y FCM7-FCM9

Esta serie de gotas se hicieron con un volumen de 6 pl. Las gotas FCM1-FCM3 se realizaron
con el oligonucleoétido A(AT)sT y las gotas FCM7-FCM9 con el oligo C(AT)4G, ambas series se

realizaron variando la relacion oligo-droga de 1:4 a 1:8.

En todas las gotas se aumentd la concentracion de precipitante hasta 40%, 50% o 64% (ver
Anexo A.4). Algunas de ellas presentan la formacién de pequenas aglomeraciones en forma de

erizos sin brillo.

Después de tres meses de la fecha de inicio y con concentracion de precipitante en el pozo
igual a 64% MPD y 5% isopropanol, en la FCM1 aparecieron cristales de distintas morfologias,

muy pequefios y no muy brillantes.

El resto de los ensayos de esta serie no result6é exitoso en cuanto a la formacién de cristales.
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5.6.3 Analisis de los diagramas de difraccion

Después de realizar los estudios de cristalizacion, se pudieron congelar 13 cristales de un total
de 52 ensayos realizados. Los 13 cristales congelados corresponden a los ensayos con
farmacos: 4 cristales con la droga P10 y 9 cristales con R05. Lamentablemente, no ha sido

posible hasta el momento obtener cristales en los ensayos con la proteina HMGA1a(50-91).

La difraccion de los cristales se realizé por completo en la Plataforma Cristalografica del Parc
Cientific de Barcelona. Por motivos ajenos a nosotros, no fue posible realizar la difraccién en las
instalaciones del Sincrotron Alba de Barcelona antes de la presentacién de esta memoria. La
fecha probable de visita al Sincrotron Alba es a finales de julio. Entonces se difractaran los

cristales pendientes.

Los cristales difractados en el Parc Cientific de Barcelona correspondientes a los ensayos con

la droga P10 fueron dos:

= FCM12 > 0,2 mM C(AT),G; 1,6 mM droga P10. Relacion 1:8, Natrix N° 7.
= FCM13 > 0,5 mM A(AT)sT; 0,5 mM droga P10. Relacién 1:1, Natrix N° 7.

Los resultados obtenidos muestran que no existia orden alguno en estos cristales. En la Fig.
5-21 se muestra el diagrama de difraccién de un cristal tomado de la gota FCM13. Se observa
pocos puntos muy espaciados lo que indica la presencia de moléculas pequefias. El cristal

pudiera estar formado Unicamente por el farmaco P10.

Fig. 5-21. Imagen de los cristales obtenidos en la capsula FCM13 [A(AT)sT - droga P10, relacion 1:1] y
diagrama de difraccion de un cristal de este ensayo.
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El resultado fue el mismo en la difraccion del cristal FCM12. Ambos se descartaron.

Por otro lado, se difractaron tres cristales de los ensayos con la droga R05 que provenian de las
siguientes gotas:

» 1 cristal de DCM3->0,2 mM A(AT)sT; 1,6 mM droga R05. Relacién 1:8, Natrix N° 7.
» 2 cristales de DCM2-R3->0,2 mM A(AT)sT; 1,2 mM droga R05. Relacion 1:6, Natrix N° 7.

Los diagramas de difraccion se tomaron a distintos angulos, con un angulo de oscilacion de 5°y
a un tiempo de exposicion de 10 min. La distancia al detector era de 250 mm. Los datos de la

difraccion se observan en la Fig. 5-22.

Fig. 5-22. A la izquierda se muestra el cristal de DCM3 en el loop en el momento de la difraccién. A la
derecha los datos de la difraccion del cristal.
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El diagrama de difraccién del cristal de DCM3 se muestra en la Fig. 5-23. En él podemos ver
como las difracciones no estan bien definidas, lo que indica que el cristal no esta correctamente
ordenado. Es posible detectar las difracciones correspondientes a la distancia entre pares de
bases y al diametro de la molécula de ADN. No es posible observar la presencia del farmaco.
Por tanto, el diagrama de difraccién nos muestra la baja calidad del cristal analizado, sin las

reflexiones suficientes para ser procesado.

(b)

Oligo A(AT);T = 0.2 mM
Farmaco P10 = 1,6 mM
Tampoén, pH =25 mM MES, pH 6.0
Sal = 10 mM MgCl,
Precipitante = 7,5% Isopropanol

Fig. 5-23. Diagrama de difraccion de un cristal del ensayo DCM3 (complejo A(AT)sT - droga RO05). (a)
Angulo de giro 35-40°. Se indica la distancia 3,36 A, distancia entre pares de bases. (b) Angulo de giro
30-35°. Se indican las distancias correspondientes al diametro del ADN. No es posible detectar la
presencia del farmaco. (c) Detalles de la gota, el cristal en el momento de ser difractado y las condiciones
de cristalizacion del ensayo DCM3.

Asimismo, los resultados de los diagramas de difraccién de los dos cristales del ensayo DCM2-
R3 nos muestran la presencia de ADN con poco orden. Por consiguiente, tampoco fue posible

detectar el farmaco en estos cristal.
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6 CONCLUSIONES

Con la realizacion de este proyecto y los resultados obtenidos es posible extraer diversas

conclusiones que se exponen a continuacion.

Primeramente, se ha podido expresar de manera satisfactoria la proteina HMGA1a(A50-91)
humana con la técnica del ADN recombinante en un cultivo de la bacteria Escherichia coli y el
plasmido pET3a-HMGA1a(A50-91).

Por otro lado, mediante los procesos de purificacion y concentracién de la HMGA1a(A50-91) fue
posible obtener una muestra concentrada y con alto grado de pureza de la proteina de interés,

apta para ensayos cristalograficos.

En el andlisis de interaccion ADN-proteina mediante el gel EMSA se observé una buena unién
entre la proteina HMGA1a(A50-91) y el oligonucledtido CCAATAATCGCGATTATTG. Sin
embargo, después de realizar un total de veintiséis ensayos cristalograficos con este complejo

no ha sido posible obtener cristales hasta ahora.

Por otro lado, se realizaron un total de treinta y seis ensayos cristalograficos con dos farmacos
de union al surco estrecho del ADN derivados de las tiazolidinedionas: P10 y RO05, y dos
oligonucledtidos: A(AT)sT y C(AT)sG. Se congelaron cuatro cristales de los ensayos con la
droga P10 y nueve cristales de los ensayos con la droga R05. Algunos cristales se difractaron

en el Parc Cientific de Barcelona.

Los resultados de la difraccién de rayos X obtenidos de los cristales con la droga P10 nos
revelaron que éstos estaban constituidos Unicamente de farmaco. No fue posible cristalizar el

complejo ADN-droga P10, ni tampoco ADN libre en estos ensayos.

Por otro lado, se han podido difractar tres cristales de los ensayos con la droga R05. En este
caso, los diagramas de difraccién obtenidos nos indican la presencia de ADN en el cristal. Sin
embargo, el oligonucleotido cristalizo de manera desordenada siendo imposible detectar la
droga RO5 en el cristal. No fue posible procesar los datos obtenidos debido a que el cristal no

mostroé la calidad suficiente.
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Hay seis cristales congelados de los ensayos A(AT)sT-droga R05 pendientes de ser difractados.

Estos se difractaran en el Sincrotron Alba de Barcelona.

Los resultados obtenidos con la droga P10 nos hacen reevaluar sus caracteristicas potenciales
como droga de unién al ADN. Es posible que el hecho de tener un donador de puente de
hidrégeno menos que la droga R0O5 limite la formacion del complejo ADN-droga. Ademas, la

poca solubilidad que presenta es otro factor limitante para su estudio cristalografico.

Es necesario seguir buscando las condiciones Optimas de cristalizacion de la proteina
HMGA1a(50-91) con el oligonucledtido CCAATAATCGCGATTATTG y con otros oligo—
nucledtidos con distintas caracteristicas para asi obtener cristales de calidad que nos permitan

estudiar la estructura que adopta esta proteina al formar el complejo con el ADN.

Asimismo, es necesario optimizar las condiciones de cristalizacion de los complejos ADN-droga
RO5 para lograr obtener un cristal de alta calidad y asi resolver la estructura tridimensional del

complejo.
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8 ANEXO: Ensayos cristalograficos realizados

A.1. Tampones Natrix HR2-116

A continuacion se detalla la composicion de los tampones Natrix HR2-116 de la marca

comercial Hampton Research utilizada para la realizacion de los ensayos cristalograficos.

Tampones Natrix HR2-116

N2 Composicion

1 10.01 M Mg Chloride, 0.05 M MES pH 5.6, 2.0 M Lithium Sulfate

2 0.01 M Mg Acetate, 0.05 M MES pH 5.6, 2.5 M Ammonium Sulfate

3 0.1 M Mg Acetate, 0.05 M MES pH 5.6, 20% MPD

4 0.2 MK Chloride, 0.01 M Mg Sulfate, 0.05 M MES pH 5.6, 10% PEG 400

5 0.2 MK Chloride, 0.01 M Mg Chloride, 0.05 M MES pH 5.6, 5% PEG 8000

6 0.1 M Ammonium Sulfate, 0.01 M Mg Chloride, 0.05 M MES pH 5.6, 20% PEG 8000
7 10.02 M Mg Chloride, 0.05 M MES pH 6.0, 15% iso-Propanol

8 10.005 M Mg Sulfate, 0.1 M Ammonium Acetate, 0.05 M MES pH 6.0, 0.6 M NaCl

9 0.1 MK Chloride, 0.01 M Mg Chloride, 0.05 M MES pH 6.0, 10% PEG 400

10 /0.005 M Mg Sulfate, 0.05 M MES pH 6.0, 5% PEG 4000

11 /0.01 M Mg Chloride, 0.05 M Na Cacodylate pH 6.0, 1.0 M Lithium Sulfate

12 /0.01 M Mg Sulfate, 0.05 M Na Cacodylate pH 6.0, 1.8 M Lithium Sulfate

13 |0.015 M Mg Acetate, 0.05 M Na Cacodylate pH 6.0, 1.7 M Ammonium Sulfate

14 0.1 M K Chloride, 0.025 M Mg Chloride, 0.05 M Na Cacodylate pH 6.0, 15% iso-Propanol

iy
wv

0.04 M Mg Chloride, 0.05 M Na Cacodylate pH 6.0, 5% MPD

0.04 M Mg Acetate, 0.05 M Na Cacodylate pH 6.0, 30% MPD

0.2 M K Chloride, 0.01 M Ca Chloride, 0.05 M Na Cacodylate pH 6.0, 10% PEG 4000

0.01 M Mg Acetate, 0.05 M Na Cacodylate pH 6.5, 1.3 M Lithium Sulfate

0.01 M Mg Sulfate, 0.05 M Na Cacodylate pH 6.5, 2.0 M Ammonium Sulfate

0.1 M Ammonium Acetate, 0.015 M Mg Acetate, 0.05 M Na Cacodylate pH 6.5, 10% iso-Propanol
0.2 M K Chloride, 0.005 M Mg Chloride, 0.05 M Na Cacodylate pH 6.5, 10% 1,6 Hexanediol
0.08 M Mg Acetate, 0.05 M Na Cacodylate pH 6.5, 15% PEG 400

0.2 M K Chloride, 0.01 M Mg Chloride, 0.05 M Na Cacodylate pH 6.5, 10% PEG 4000

0.2 M Ammonium Acetate, 0.01 M Ca Chloride, 0.05 M Na Cacodylate pH 6.5, 10% PEG 4000
0.08 M Mg Acetate, 0.05 M Na Cacodylate pH 6.5, 30% PEG 4000

0.2 M K Chloride, 0.1 M Mg Acetate, 0.05 M Na Cacodylate pH 6.5, 10% PEG 8000

0.2 M Ammonium Acetate, 0.01 M Mg Acetate, 0.05 M Na Cacodylate pH 6.5, 30% PEG 8000
0.05 M Mg Sulfate, 0.05 M HEPES - Na pH 7.0, 1.6 M Lithium Sulfate

0.01 M Mg Chloride, 0.05 M HEPES - Na pH 7.0, 4.0 M Lithium Chloride

0.01 M Mg Chloride, 0.05 M HEPES - Na pH 7.0, 1.6 M Ammonium Sulfate

0.005 M Mg Chloride, 0.05 M HEPES - Na pH 7.0, 25% PEG Monomethyl Ether 550

0.2 M KCl, 0.01 M Mg Chloride, 0.05 M HEPES - Na pH 7.0, 20% 1,6 Hexanediol

0.2 M Ammonium Chloride, 0.01 M Mg Chloride, 0.05 M HEPES - Na pH 7.0, 30% 1,6 Hexanediol
0.1 M K Chloride, 0.005 M Mg Sulfate, 0.05 M HEPES - Na pH 7.0, 15% MPD

0.1 M K Chloride, 0.01 M Mg Chloride, 0.05 M HEPES - Na pH 7.0, 5% PEG 400

0.1 M K Chloride, 0.01 M Ca Chloride, 0.05 M HEPES - Na pH 7.0, 10% PEG 400

0.2 M K Chloride, 0.025 M Mg Sulfate, 0.05 M HEPES - Na pH 7.0, 20% PEG 200

0.2 M Ammonium Acetate, 0.15 M Mg Acetate, 0.05 M HEPES - Na pH 7.0, 5% PEG 4000

0.1 M Ammonium Acetate, 0.02 M Mg Chloride, 0.05 M HEPES - Na pH 7.0, 5% PEG 8000
0.01 M Mg Chloride, 0.05 M Tris HCl pH 7.5, 1.6 M Ammonium Sulfate

0.1 M KCl, 0.015 M Mg Chloride, 0.05 M Tris HCl pH 7.5, 10% PEG Monomethyl| Ether 550
0.01 M Mg Chloride, 0.05 M Tris HCl pH 7.5, 5% iso-Propanol

0.01 M Mg Chloride, 0.05 M Ammonium Acetate, 0.05 M Tris HCl pH 7.5, 10% MPD

0.2 M K Chloride, 0.05 M Mg Chloride, 0.05 M Tris HCl pH 7.5, 10% PEG 4000

0.025 M Mg Sulfate, 0.05 M Tris HCl pH 8.5, 1.8 M Ammonium Sulfate

0.005 M Mg Sulfate, 0.05 M Tris HCl pH 8.5, 35% 1,6 Hexanediol

0.1 M K Chloride, 0.01 M Mg Chloride, 0.05 M Tris HCI pH 8.5, 30% PEG 400

0.01 M Ca Chloride, 0.2 M Ammonium Chloride, 0.05 M Tris HCI pH 8.5, 30% PEG 4000
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Tabla A. 1. Composicion de los tampones Natrix HR2-116.
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A.2. Ensayos cristalograficos realizados con la proteina HMGA1a(A50-91) y el
oligonucleétido CCAATAATCGCGATTATTGG.

- Condiciones de la gota
. . Condiciones de la — - - 8 - — Pozo (% MPD) .
Serie | Cdpsula proteina Proporcion  |[Proteina]| [Oligo] Tampon de cistalizacion Observaciones
(Oligo-Proteina) |  mM mM | Nombre | pH Sal Tampon Precipitante | Inicial | Final
cemt 80 mM Nadl 12 02 01 | Natrix7 | 60 | 10mMMgcl 25 mM MES 7/5% 20 | 64 | Separacion de fases
10 mM Tris pH 7,5 i ! ! ! ELh Isopropanol P
ccm2 80 mM NaCl, 12 0,2 01 Natrix15 | 6,0 | 20 mM MgCl 25 mM Na Cacodilat 2,5% MPD 20 64 S ion de f
10 mM Tris pH 7,5 : , A atrix X mM Mgcl, mM Na Cacodilato ,5% eparacion de fases
80 mM NacCl, . . ”
Cccm3 10 mM Tris pH 7,5 1:2 0,2 0,1 Natrix 31 7,0 | 2,5mM MgCl, 25 mM HEPES 17,5% PEG 20 64 Separacién de fases
80 mM Nadl, ) ) : 2,5% -
cCv4 10 mM Tris pH 7,5 12 0,2 0,1 Natrix 42 7,5 5 mM MgCl, 25 mM Tris-HCI Isopropanol 20 64 Separacion de fases
80 mM NaCl, . . 25 mM Acetato Amonio "
CCMm5 10 mM Tris pH 7,5 12 0,2 0,1 Natrix 43 7,5 5 mM MgCl, 25 mM Tris-HCl 5% MPD 20 64 Separacion de fases
80 mM Nacl, . 25 mM Acido Citrico, 25 »
. CCM6 10 mM Tris pH 7,5 12 0,2 0,1 Casero 1 54 - mM Na Citrato - 20 64 Separacion de fases
80 mM Nacl, ) . 7,5% »
ccm7 10 mM Tris pH 7,5 14 04 0,1 Natrix 7 6,0 | 10 mM MgCl, 25 mM MES Isopropanol 20 64 Separacion de fases
ccms 80 mM Nacl, 1:4 0,4 01 Natrix15 | 6,0 | 20 mM MgCl 25 mM Na Cacodilato 2,5% MPD 20 64 Separacion de fases
10 mM Tris pH 7,5 : / : / 8L ” P
Cccms 80 mM NaCl, 14 04 01 Natrix 31 7,0 | 2,5mM MgCl 25 mM HEPES 17,5% PEG 20 64 S ion de f
10 mM Tris pH 7,5 ’ d g atrix / ,5> mM MgCl, m g eparacion de fases
80 mM Nacl, X . . 2,5% ”
CCM10 10 mM Tris pH 7,5 1:4 0,4 0,1 Natrix 42 7,5 5 mM MgCl, 25 mM Tris-HCI Isopropanol 20 64 Separacion de fases
80 mM Nacl, . X 25 mM Acetato Amonio ”
CCM11 10 mM Tris pH 7,5 1:4 0,4 0,1 Natrix 43 7,5 5 mM MgCl, 25 mM Tris-HCl 5% MPD 20 64 Separacion de fases
80 mM Nacl, . 25 mM Acido Citrico, 25 Separacion de fases
cemiz 10 mM Tris pH 7,5 14 04 01 Caserol | 54 mM Na Citrato 2 6 (atrasado)
Cccm13 80 mM NaCl, 14 08 0,2 Natrix15 | 6,0 | 20 mM MgCl 25 mM Na Cacodilato 2,5% MPD 20 43 Separacion de fases
50 mM Tris pH 7,5 i ' " " B, 135 P
80 mM NaCl, . . 25 mM Acetato Amonio "
CCM14 50 mM Tris pH 7,5 1:4 0,8 0,2 Natrix 43 7,5 5 mM MgCl, 25 mM Tris-HCl 5% MPD 20 43 Separacion de fases
80 mM Nacl, . . . 17,5% 1,6- "
CCM15 50 mM Tris pH 7,5 1:4 0,8 0,2 Natrix46 | 8,5 | 2,5mM MgSO, 25 mM Tris-HCI Hexanodiol 20 55 Separacion de fases
2 80 mM Nacl
CCM16 50 mM Tris pH 7,5 1:8 1,6 0,2 Natrix 15 6,0 20 mM MgCl, | 25 mM Na Cacodilato 2,5% MPD 20 55 Separacion de fases
80 mM Nacl, . ) 25 mM Acetato Amonio Separacion de fases.
ey 50 mM Tris pH 7,5 18 16 02 Natrix43 | 7,5 5 mM MgCl, 25 mM Tris-HCI 5%MPD 20 55 Inicio de cristal liquido
80 mM NaCl, . ) X 17,5% 1,6- Separacion de fases
CCM18 50 mM Tris pH 7,5 1:8 1,6 0,2 Natrix 46 85 | 2,5mM MgSO, 25 mM Tris-HCI Hexanodiol 20 55 *prometedora
80 mM Nadl, j ) 7,5%
CR1 10 mM Tris pH 7,5 1:6 1,2 0,2 Natrix 7 6,0 10 mM Mgcl, 25 mM MES Isopropanol 20 43 Gota clara
CR2 10?;‘%:‘:5"7 s 16 12 02 | Natrix16 | 60 22\2’:33 25mM Na Cacodilato | 15% MPD 20 43 Separacion de fases
80 mM NaCl, . . 25 mM Acetato Amonio "
CR3 10 mM Tris pH 7,5 1:6 12 0,2 Natrix 43 7,5 5 mM MgCl, 25 mM Tris-HCl 5% MPD 20 43 Separacion de fases
80 mM Nacl, . . . 17,5% 1,6- .
CR4 10 mM Tris pH 7,5 1:6 1,2 0,2 Natrix46 | 8,5 | 2,5mM MgSO, 25 mM Tris-HCI Hexanodiol 20 43 Separacion de fases
3
80 mM Nacl, . . 7,5%
CRS 10 mM Tris pH 7,5 1:8 1,6 0,2 Natrix 7 6,0 10 mM MgCl, 25 mM MES sopropanol 20 43 Gota clara
80 mM Nacl, . . 20 mM Mg " Separacion de fases
CR6 10 mM Tris pH 7,5 1:8 1,6 0,2 Natrix 16 6,0 Acetato 25 mM Na Cacodilato 15% MPD 20 43 *Formacién 1 cristal
80 mM Nacl, . 25 mM Acetato Amonio
CR7 10 mM Tris pH 7,5 1:8 1,6 0,2 Natrix 43 75 5 mM MgCl, 25 mM Tris-HCI 5% MPD 20 43 Gota clara
80 mM Nacl, . . 17,5% 1,6- L,
CR8 10 mM Tris pH 7,5 1:8 1,6 0,2 Natrix46 | 85 | 2,5mM MgSO, 25 mM Tris-HCI M diol 20 43 Separacion de fases

Tabla A. 2. Detalles de las gotas realizadas con la proteina HMGA1a(A50-91) y el oligonucledétido
CCAATAATCGCGATTATTGG.
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A.3. Ensayos cristalograficos realizados con la droga P10 y los oligonucleétidos A(AT)sT

ENSAYOS CON LA DROGA P10
Condiciones de la gota
el g Pozo (% MPD +
. a . aen Tampén de cristalizacion 5% Isopropanol :
Serie | Capsula |Oligonucleétido,  Rpejacion [Oligo] | [Férmaco] Tomp Natrix N° 7 o Isopropanol) Observaciones
ligo-Fa M M :
(Oligo-Farmaco) - m m pH Sal | Tampon | Precipitante | Inicial Final
DCM4 A(AT)sT 1:4 0,2 0,8 TA 20 30 Agujas muy pequefias
DCM5 A(AT)sT 1:6 0,2 1,2 TA 20 50 Agujas largas
DCM6 A(AT)sT 1:8 0,2 1,6 TA 20 30 Agujas largas
Agujas largas muy
FCM4 A(AT)sT 1:4 0,2 0,8 4°C 20 50 brillantes. Se congelé un
cristal
1 FCM5 A(AT)sT 1:6 0,2 12 TA 20 25 Precipitado cristalino
FCM6 A(AT)sT 1.8 0,2 1,6 TA 20 25 Precipitado cristalino
FCM10 C(AT)sG 1:4 0,2 0,8 TA 20 50 Precipitado cristalino
FCM11 C(AT)sG 1.6 0,2 1,2 TA 20 30 Precipitado cristalino
6.0 10mM | 25mM 7,5% Agujas largas muy
FCM12 C(AT)sG 1:8 0,2 1,6 4°C ’ MgCl, MES Isopropanol 20 50 delagadas.
Se congeld un cristal
. Pocas agujas cortas.
M AAT)ST I R L8 e a0 o Se congelaron 2 cristales
FCM14 CATYSG 11 05 05 ™ 2 30 Gota clara y algunas
2 varitas muy pequefias
FCM15 A(AT)sT 1:2 0,5 1,0 TA 20 30 Precipitado cristalino
FCM16 C(AT)sG 12 0,5 1,0 TA 20 30 Precipitado cristalino
FCM17 A(AT)sT 1:0,5 0,5 0,25 4°C 20 45 Gota clara
FCM18 C(AT)sG 1:0,5 0,5 0,25 4°C 20 40 Separacion de fases
3
FCM19 A(AT)sT 1:0,1 0,5 0,05 4°C 20 35 Gota clara
FCM20 C(AT),G 1:0,1 0,5 0,05 4°C 20 40 Gota clara

Tabla A. 3. Detalles de las gotas realizadas con la droga P10 y los oligonucledtidos A(AT)sT y C(AT)4G.
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A.4. Ensayos cristalograficos realizados con la droga R05 y los oligonucleétidos A(AT)sT

ENSAYOS CON LA DROGA R05
Condiciones de la gota
9 Pozo (% MPD +
o . - Tampén de cristalizacion = 5% Isopropanol .
Capsula |Oligonucleétido Relacién [Oligo] | [Férmaco] Temp Natrix N° 7 o Isoprop: ) Observaciones
Oligo-Farmaco) | mM mM ’
(Olig ) pH Sal |Tampon | Precipitante | Inicial Final
DCM1 A(AT)sT 1:4 0,2 0,8 4°C 20 64 Precipitado cristalino
Se formaron cristales
pequenos, se fundieron.
Se repiti6 el ensayo 5 veces.
R2: cristales de forma
DCM2 A(AT)sT 1:6 0,2 1,2 4°C 20 64 rectangular con grietas.
R3 cristales pequefios muy
brillantes, de distintas
morfologias. Se congelaron 4
cristales de la rep. DCM2-R3.
Cristales pequefios de
distintos tamafios. Mucho
) precipitado cristalino.
DCM3 A(AT)sT 1:8 02 16 4C | go | 10mM | 25mM 7.5% 20 54 Se congelaron 5 cristal.
MgCl, | MES | Isopropanol Se repitio el ensayo 5 veces
R2: se formaron 3 cristales
grandes y con defectos.
Cristales muy pequefios de
. 0
FCM1 A(AT)sT 1:4 0,2 0,8 4°C 20 50 distintas morfologas.
FCM2 A(AT)sT 1:6 0,2 1,2 4°C 20 64 Separacion de fases + 1 erizo
FCM3 A(AT)sT 1:8 0,2 1,6 4°C 20 40 Gota clara
FCM7 C(AT)sG 1:4 0,2 0,8 4°C 20 64 Gota clara + 1 erizo
FCM8 C(AT)sG 1:6 0,2 1,2 4°C 20 64 Precipitado amorfo
FCM9 C(AT)sG 1:8 0,2 1,6 4°C 20 64 Gota clara + 3 erizos

Tabla A. 4. Detalles de las gotas realizadas con la droga R05 y los oligonucleétidos A(AT)sT y C(AT),G.




