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l. RESUMEN 

Muchos de los biomateriales están compuestos de cristales inorgánicos y moléculas 

orgánicas como lípidos, polisacáridos y proteínas, los cuales son generalmente conocidos 

como matriz orgánica. Se ha postulado que esta matriz orgánica y principalmente las 

proteínas tienen cierta influencia sobre el control de la depositación mineral. De las 

proteínas encontradas en la sección intramineral del cascarón de huevo de Gal/us gallus, 

la ovocleidina-17 (OC-17) es la más abundante en la fase inicial de calcificación y es 

sintetizada específicamente en el útero, por lo que podría jugar un papel importante en la 

cristalización del carbonato de calcio. En este trabajo se describe su purificación, 

cristalización y resolución estructural, así como la construcción de un modelo preliminar de 

interacción proteína-mineral. La purificación fue realizada mediante cromatografía de fase 

reversa (HPLC-RP). Los cristales de proteína se obtuvieron utilizando la técnica de 

difusión en fase vapor en gota sedente y fueron caracterizados en un equipo de ánodo 

rotatorio a una resolución de 3 A a temperatura ambiente. Para la resolución estructural, la 

captación de datos de difracción de rayos X se llevó a cabo usando radiación de 

sincrotrón a la temperatura de 100 K y 1.5 A de resolución . La resolución estructural se 

realizó mediante la técnica de reemplazo molecular (MR}, usando como modelo la 

estructura tridimensional de la litostatina de cálculos pancreáticos humanos. El 

plegamiento de la OC-17 corresponde a un dominio globular similar al de lectinas tipo C 

(CTLD) con 3 hélices y 8 hebras 13 que forman dos láminas 13 antiparalelas. De las hélices, 

dos son del tipo a y una del tipo 310. Asimismo, en la estructura se encuentran tres 

puentes disulfuro formados entre la Cys5-Cys16, Cys33-Cys138, Cys113-Cys130. 

Durante la resolución estructural fue posible localizar uno de los aminoácidos con 

modificación postraduccional correspondiente a una fosforilación en la Ser61. In vitro la 

OC-17 produce modificaciones en el hábito cristalino y en el patrón de crecimiento mineral 

de la calcita, formando agregados cristalinos. Un modelo preliminar de interacción 

proteína-mineral muestra que los residuos Glu69 y Asp72 podrían interactuar con iones 

calcio cada dos celdas unitarias en el eje A y B de la calcita. 



2 

Juan Pablo Reyes-Grajeda Abstract 

11. ABSTRACT 

The protein ovocleidin-17 (OC-17) of the Gal/us gallus eggshell is the most abundant in the 

initial phase of calcification and is synthesized specifically in the uterus. In this work its 

purification, crystallization and structural resolution is described, as well as the construction 

of a preliminary model of protein-mineral interaction. The purification was made by means 

of reversed phase chromatography (HPLC-RP). Crystals suitable for X-ray analysis were 

obtained by the sitting drop vapor diffusion method. In the preliminary X-ray analysis the 

crystals obtained diffracted up to 3.0 A using a rotating anode generator at room 

temperature. The X-ray data collection far the structural resolution was done using 

synchrotron radiation at 100 K obtaining a maximum resolution limit of 1.5 A. The 30 

structure was solved by molecular replacement (MR) using the 30 structure of the 

lithostathine of human pancreatic stones as a reference structure. The OC-17 folding 

belongs to the C-type lectin-like domain (CTLO) with three helices and eight f)-strands, the 

later being clustered in two oppositely oriented antiparallel f)-sheets. The two majar helices 

are a type and the third is a short helix type 310. The structure is stabilized by three 

disulphide bridges between Cys5-Cys 16, Cys33-Cys 138 and Cys 113-Cys 130. One 

phosphoserine SEP61 assigned during the 30 solving was modeled. In vitro the OC-17 

produce modifications in the crystalline habit and pattern of crystal growth of calcium 

carbonate (CaC03) inducing the formation of crystal aggregates. A preliminary model of 

protein-mineral interaction showed that the residues Glu69 and Asp72 may have a specific 

interaction with calcium ions every two unit cells along the A and B axis. These evidences 

demonstrate that the OC-17 plays an important role in the biomineralization of the 

eggshell. 
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l. ANTECEDENTES 

El primer trabajo formal de biomineralización fue el realizado por Lowenstam en 1962 

(Weiner & Addadi , 2002), en el que se describe la biomineralización de magnetita en 

dientes de quitones (moluscos), que se encuentran dispuestos sobre una estructura 

llamada rádula. Hasta entonces, se pensaba que la magnetita sólo podía formarse a altas 

temperaturas y presiones. Su descubrimiento enfocó la atención de los investigadores de 

diferentes áreas a la capacidad de los organismos vivos de formar inesperadas fases 

minerales, siendo sus estudios un parteaguas en el campo entonces conocido como 

calcificación. Desde entonces y hasta ahora se han descrito más de 70 diferentes tipos de 

minerales en seres vivos (Weiner & Addadi, 2002). Sin embargo, ningún componente 

macromolecular específico y directamente relacionado con uno de estos procesos había 

podido ser caracterizado a niveles atómicos, ni existe un modelo de interacción. De igual 

manera, aunque las primeras caracterizaciones morfológicas para el caso de cascarones de 

huevo de aves fueron realizadas desde hace más de un siglo por von Nathusius (Tyler, 

1964), éstas no tomaban en cuenta componentes a nivel molecular. 

Con la finalidad de dilucidar qué componentes podrían estar directamente relacionados con 

el control de la formación de los cascarones de huevo en aves, usando como un primer 

modelo de aproximación los huevos de Gal/us gal/us, nos propusimos los siguientes 

objetivos: 

3 
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111. OBJETIVOS 

General 

Caracterización de algunos de los componentes macromoleculares involucrados en el 

proceso de biomineralización en cascarón de huevo de Gallus gallus. 

Particulares 

• Aislamiento y purificación de la proteína ovocleidina-17 de la sección intramineral del 

cascarón de huevo de Gallus gallus. 

• Caracterización bioquímica de la proteína ovocleidina-17. 

• Cristalización, estudios de difracción de rayos X y resolución estructural de la proteína 

ovocleidina-17. 

• Construcción de un modelo de interacción proteína-mineral. 
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V. JUSTIFICACIÓN 

La síntesis de nuevos materiales para el desarrollo de nuevas tecnologías, y más 

específicamente aquellos con una aplicación potencial en el área biomédica, ha tomado 

un gran auge de unos años a la fecha. Sin embargo, el desarrollo de materiales híbridos 

orgánico - inorgánico emulando a los de origen biogénico, es un área emergente en la 

que los componentes macromoleculares involucrados en su síntesis han sido poco 

estudiados en detalle. 

Uno de los modelos de biomineralización más impresionantes es el cascarón de huevo de 

aves, llegándose a formar en el caso de la gallina común (Gallus gallus) hasta 5 gramos 

de carbonato de calcio en menos de 24 horas. La caracterización de los componentes 

biomacromoleculares involucrados en este proceso es de vital importancia, pudiéndose 

extrapolar a futuro a procesos de biomineralización patológicos como es la formación de 

cálculos pancreáticos y renales. 

La ovocleidina-17 que es la proteína intremineral más abundante en la fase inicial de 

calcificación (Gautron et al. , 1997). Es sintetizada específicamente en el útero y está 

presente en la zona mamilar (Hincke et al. , 1995), resulta ser un blanco idóneo de 

caracterización para dilucidar su papel en el proceso de biomineralización del cascarón de 

huevo. Asimismo, no existe hasta hoy en día un modelo tridimensional de ninguno de los 

componentes macromoleculares directamente involucrado en un proceso de 

biomineralización. Debido a lo anterior, las investigaciones relacionadas con los procesos 

de biomineralización y las interacciones de sus diferentes componentes tienen grandes 

aplicaciones a futuro, con la finalidad de poder desarrollar "materiales a la medida", 

basándose en los de origen biogénico. 

5 
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1. Introducción 

1.1 Biomineralización 

La formación controlada de materiales inorgánicos en los organismos resulta en la 

biomineralización de fases amorfas y/o cristalinas con una ultraestructura, forma y 

simetría muy peculiar. Debido a que estos sólidos inorgánicos se encuentran ampliamente 

conservados a través de la evolución han sido sujetos a extensas investigaciones en el 

campo de la sistemática biológica y la paleontología, como es el caso de los 

cocolitofóridos (Young et al. , 1999). En contraste, los procesos químicos y bioquímicos de 

la biomineralización han comenzado a estudiarse hasta hace sólo algunos años. Estos 

estudios nos llevan a una nueva visión en la química bioinorgánica y proveen nuevos 

conceptos en la ingeniería de cristales y la ciencia de materiales. 

Hoy en día se conocen un amplio número de biominerales. Éstos se encuentran en 

organismos unicelulares y multicelulares. La mayoría están formados por cationes 

divalentes de metales alcalinotérreos (Mg2+, Ca2+, sr2+, Ba2+) unidos a aniones como los 

carbonatos, oxalatos, sulfatos, fosfatos e hidróxidos I óxidos. Menos comunes son los 

metales como el Mn, Au , Ag , Pt, Cu, Zn, Cd y Pb que se depositan en las bacterias 

generalmente como sulfitos metálicos. 

En la biomineralización, las formas cristalinas generalmente están relacionadas con una 

función biológica específica, como el soporte estructural (huesos y conchas), fuerza 

mecánica (dientes), almacenaje de hierro (ferritina) y sensores magnéticos y de gravedad, 

mientras que otros minerales generados de forma y tamaño heterogéneo pueden tener un 

gran valor al incrementar la densidad celular y en la defensa en contra de depredadores 

(Mann, 1989; Chasteen & Harrison, 1999; Wilt, 1999). 

Hasta hoy dos procesos de biomineralización han sido descritos: uno en el cual la 

formación es inducida por el organismo, como resultado de la interacción entre 

metabolitos biológicos y los cationes presentes en el medio ambiente externo (llamada 

mineralización "inducida biológicamente"), y el otro es un proceso en que los minerales 

crecen en un esqueleto estructural orgánico preformado (llamada mineralización mediada 
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por "matriz orgánica"), en donde la matriz orgánica está formada principalmente de 

lípidos, polisacáridos y proteínas (Sarashina & Endo, 1998). 

En el proceso de mineralización "inducida biológicamente", la precipitación mineral adopta 

hábitos cristalinos similares a los formados por procesos inorgánicos, y la orientación de 

los cristales, en el caso de los agregados, es esencialmente al azar. En contraste, en el 

proceso de mineralización mediado por "matriz orgánica" los minerales adoptan un hábito 

cristalino único, mientras que su tamaño y distribución tienen una orientación bien definida 

(Lowenstam, 1981). 

Asimismo, en casi todos los organismos los cristales están siempre asociados con una 

membrana o con una matriz orgánica (Watabe, 1974). Esta matriz tiene influencia sobre 

la formación, morfología y cristalografía de la fase inorgánica, sirviendo como sitio de 

nucleación para la formación de los cristales o siendo una limitante, ya que puede 

determinar la orientación y el tamaño de los cristales (Sarikaya, 1994), como es en el caso 

de las conchas de moluscos, los huesos de los vertebrados, etc. 

Esta influencia puede estudiarse basándose en los diferentes tipos de 

complementariedades moleculares descritas por Mann (1989), entre las que destacan la 

distribución espacial de cargas y el sinergismo entre los diferentes componentes. 

Biomineralización mediada por matriz orgánica 

La matriz orgánica es específicamente sintetizada bajo control genético antes, y algunas 

veces durante, el proceso de biomineralización. En muchos casos la matriz es un 

armazón polimérico que consiste de un complejo agrupamiento de macromoléculas como 

proteínas y polisacáridos. 

Existen varias funciones asociadas con la matriz orgánica, entre las que destacan: 

1. La modificación de las propiedades físicas, como fuerza y dureza de los biomateriales. 

2. La estabilización de las superficies minerales, protegiéndolas de la disolución o 

transformación de fase. 

3. El control en la localización y organización de los sitios de nucleación, así como de la 

orientación cristalográfica y la estructura de la fase mineral (Mann, 2001 ). 

7 
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Macromoléculas y matriz orgánica 

Las matrices orgánicas son producidas como armazones insolubles constituidos por 

macromoléculas predominantemente hidrofóbicas, sobre las cuales se encuentran sujetas 

macromoléculas hidrofílicas. Estas últimas pueden presentar una superficie de nucleación 

activa hacia la solución externa. En general, se ha postulado que las proteínas que forman 

la fracción soluble son glicoproteínas ácidas. El hecho de que se les haya denominado 

macromoléculas "ácidas" es debido a que generalmente sólo se han realizado estudios de 

contenido de aminoácidos, en donde resultaban ser predominantes los ácidos glutámico y 

aspártico, así como aminoácidos modificados covalentemente como las serinas y 

treoninas fosforiladas. En general, este modelo de dos componentes (fracción soluble e 

insoluble) ha sido postulado basándose en datos empíricos obtenidos de la extracción de 

proteínas de tejidos mineralizados como huesos y conchas. Así, las macromoléculas de 

este armazón (colágenas, quitina, celulosa) se encuentran asociadas con la fracción 

insoluble formada de proteínas hidrofóbicas y polisacáridos, las cuales representan el 

componente biomecánico y estructural de la matriz orgánica, mientras que las 

macromoléculas solubles en el proceso experimental de desmineralización podrían ser el 

componente funcional encargado de controlar la nucleación (Mann, 2001 ). 

1.2 Biomineralización en cascarones de huevo 

Los cascarones son un compartimiento para el desarrollo de embriones de un gran 

número de especies, y en este sentido constituyen una amplia estrategia evolutiva a 

través de la filogenia. Éstos no sólo proveen de protección al embrión, sino que también 

regulan el agua, gas e intercambio iónico y en algunos huevos calcáreos, como en las 

aves y algunos reptiles, proveen una fuente de calcio para la formación del esqueleto del 

embrión (Arias et al., 1993). Sin embargo, no todos los huevos se encuentran calcificados. 

En general se han descrito tres tipos diferentes de cascarones con base en la extensión 

mineralizada que presentan: 

1. Cascarones parecidos a membranas, suaves o en parches: Estos cascarones tienen 

pequeñas cantidades de calcita granular y son característicos de serpientes, monotremas y 

muchas lagartijas. 
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11. Cascarones con un estrato calcáreo flexible: estos cascarones los presentan las 

tortugas actuales, las tuataras y algunos quelonios fósiles. En estos cascarones existe una 

clara demarcación entre las membranas orgánicas y la fase cristalina formada en la parte 

externa. 

111. Cascarones con un estrato calcáreo rígido: este tipo de cascarón lo presentan todos los 

cocodrilos, todas las aves, algunas tortugas y geckos y todos los cascarones identificados 

de dinosaurios. 

Organización estructural y composición de los cascarones de huevo de aves 

Las primeras caracterizaciones estructurales de los cascarones de aves fueron hechas a 

mediados del siglo XIX. Los primeros estudios fueron realizados por Wilhelm von 

Nathusius quien mostró que los cascarones tienen una estructura compleja , altamente 

ordenada, compuesta de múltiples membranas y matrices calcificadas (Arias et al. , 1993). 

La fracción inorgánica 

El carbonato de calcio existe de tres formas diferentes en la naturaleza: calcita , aragonita y 

vaterita. Bajo condiciones normales la calcita es la fase termodinámicamente más estable 

y es la que se encuentra en cascarones de aves y muchos reptiles. Sin embargo, son 

muchos los factores que determinan la fase y forma del cristal , entre ellos están la presión, 

temperatura y velocidad de mineralización. 

En general, la porción mineralizada de los cascarones de huevo está dividida en cutícula, 

palizada externa y botones mamilares internos (figura 1 ). 

Estas zonas han sido identificadas en diferentes especies de aves mostrando básicamente 

la misma arquitectura (Panheleux et al., 1999b). 

9 
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C =Cutícula 

P = Palizada mineral 

M = Zona mamilar 

MF =Fibras de la membrana 

Figura 1. Micrografía de microscopía electrónica de barrido (SEM) en vista 
transversal de cascarón de huevo de Gal/us gal/us (Panheleux, 1999b). 

En Ga//us gal/us, la cutícula está constituida de 85-87% de proteínas, 3.5-4.4% de 

carbohidratos y 2.5-3.5% de lípidos y se ha postulado que sus componentes se encuentran 

directamente involucrados en el cese del crecimiento de la palizada mineral. 

La palizada mineral por su parte tiene un espesor de aproximadamente 200 micras a partir 

de la base de los botones mamilares y hasta la superficie del cascarón , que en su mayor 

parte está formado de carbonato de calcio, aunque se han encontrado pequeñas 

cantidades de fósforo y magnesio (Solomon, 1999). 

En la zona mamilar se encuentra una serie de proteínas específicas del cascarón de 

huevo, las cuales podrían ser las responsables del control de la nucleación del carbonato 

de calcio sobre la matriz fibrosa de las membranas del cascarón , en las cuales se 

encuentran colágenas de tipo 1, V y X (Fernández et al. , 1997). 

La fracción orgánica 

Recientemente ha resurgido el interés en los componentes orgánicos de los cascarones de 

huevo, así como su interacción con cristales de calcita . 
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Estudios bioquímicos han demostrado que la fracción orgánica del cascarón , es decir 

aquella encontrada en la zona mamilar y de la palizada, representa aproximadamente el 

2% del peso total de éste, la cual está formada predominantemente por proteínas (70%) y 

polisacáridos (11%). 

Se han propuesto diferentes papeles para las proteínas que constituyen la matriz orgánica 

en los biominerales. El material orgánico puede modificar la cristalización de la fase 

mineral, ya sea al presentar sitios de nucleación (epitaxia o nucleación heterogénea) o al 

inhibir el crecimiento de ciertos planos cristalográficos (Panheleux et al. , 1999a). 

Las técnicas electroforéticas han sido utilizadas para determinar las proteínas presentes 

en el líquido uterino y en los extractos de cascarón de Gallus gallus, así como de otras 

especies (Panheleux et al , 1999b). Un grupo de proteínas corresponde a las proteínas del 

huevo, lisozima (Hincke et al. , 2000) (14.4 kDa), ovotransferrina (78 kDa) y ovoalbumina 

(Hincke, 1995) (43 kDa). Otro más corresponde a aquellas asociadas al hueso como la 

osteopontina y la sialoproteina (Solomon, 1999). Finalmente un tercer grupo es específico 

del útero y del cascarón de huevo como las ovocleidinas y las ovocalixinas. 

Los proteoglicanos también están considerados como una parte esencial en la 

biomineralización de cascarones por su capacidad de unión a calcio. En general los 

encontrados en cascarones de huevo son el queratán sulfato y el dermatán sulfato 

(Solomon, 1999; Fernández et al. , 1997). 

Ovocleidinas 17 y 23 

La ovocleidina es una proteína que se encuentra en la fracción orgánica soluble del 

cascarón de huevo y se encuentra en dos formas diferentes. La forma predominante es 

una fosfoproteína con dos serinas fosforiladas (OC-17), mientras que la que se encuentra 

en una menor proporción es una glicoproteína con secuencia idéntica, pero que sólo tiene 

una serina fosforilada (OC-23). El sitio de glicosilación es la Asn59. Ésta es la única 

asparagina en la secuencia de aminoácidos y se encuentra en la secuencia consenso de 

N-glicosilación N-A-S. La Ser61 , que es parte de este sitio, está fosforilada en la OC-17, 

pero no en la OC-23, indicando que las dos modificaciones son mutuamente excluyentes, 

siendo el primer ejemplo de una glicosilación/fosforilación que ocurre en un sitio de N

glicosilación (Mann & Siedler, 1999; Mann, 1999). 
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La ovocleidina 17 es producida por las células mucosas del útero y se ha demostrado por 

métodos inmunoquímicos que está localizada en la zona calcificada , tanto en la zona 

mamilar como en la palizada mineral (Hincke et al. , 1995). De igual manera, se ha 

demostrado su presencia en el líquido uterino producido durante la fase inicial de la 

mineralización (Gautron et al. , 1997). Esta proteína consiste en 142 aminoácidos, 

incluyendo las dos serinas fosforiladas. La secuencia de aminoácidos parece formar un 

dominio de lectina tipo-e (Mann & Siedler, 1999). Este dominio fue caracterizado en 

primera instancia en algunas lectinas de origen animal, donde funciona como un dominio 

de reconocimiento a carbohidratos dependiente de calcio. Se han encontrado secuencias 

relacionadas en proteínas multidominios incluyendo las lectinas asociadas a membranas, 

las selectinas y las colectinas, que se encuentran en fluidos extracelulares y algunos 

proteoglicanos. Entre otras proteínas que incluyen solamente el dominio de lectina tipo C 

se encuentra la proteína de cálculos pancreáticos (litostatina), proteínas asociadas a 

pancreatitis, algunas lectinas de invertebrados, proteínas anticoagulantes de veneno de 

serpiente (Mizuno et al. , 1999) y proteínas anticongelantes de peces teleósteos (Mann & 

Siedler, 1999). 

1.3 Biomimética y aplicación al diseño de biomateriales 

La biomimética es un campo interdisciplinario nuevo en el que participa la ingeniería, la 

biología y la ciencia de materiales, en donde esta última aporta las bases para el 

desarrollo de nuevas tecnologías. Esta ciencia involucra investigaciones tanto de la 

estructura como de la función de compuestos biológicos para diseñar y sintetizar nuevos y 

mejores materiales. 

En los sistemas biológicos los organismos producen materiales suaves y duros que tienen 

extraordinarias propiedades, las cuales podrían ser aplicadas al diseño de nuevos 

materiales. Estos compuestos son complejos en términos de composición y 

microestructura, pero son altamente ordenados, conteniendo componentes tanto 

orgarncos como inorgánicos en una estrecha asociación. Por estas razones se ha 

comenzado a estudiar para desarrollar materiales híbridos orgánico-inorgánicos (Mark & 

Lee, 1995) y sus diferentes aplicaciones en nanotecnología (Hull , 1981 ; Chow & 
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Gonsalves, 1996), debido a que presentan interesantes propiedades ópticas, magnéticas, 

electrónicas, piezoeléctricas y mecánicas. Es importante enfatizar que muchos 

biomateriales son sintetizados a temperatura y presión ambiental con refuerzos 

estructurales completamente controlados por los organismos (Sarikaya, 1994). Así, 

aunque la microestructura única y las propiedades de los materiales biológicos no son 

bien conocidos aún, éstos pueden ser una fuente de inspiración en el desarrollo de futuros 

materiales, emulando a los de origen biológico, dando pauta a una siguiente generación 

de materiales creados ad hoc para el desarrollo de nuevas tecnologías. 

El estudio de los procesos de biomineralización ofrece un valioso panorama en el área de 

química de materiales, así como en el de las interfases orgánico-inorgánicas. El caso del 

cascarón de huevo es uno de los que se pueden explotar con menos dificultades debido a 

que no existe un componente celular intrínseco al sistema, contrastando con otros como 

los huesos de los vertebrados, donde diferentes tipos celulares se encuentran en una 

asociación directa con el biomaterial (Arias et al , 1993). 

1.4 Caracterización bioquímica de los componentes proteicos 

La determinación de la estructura tridimensional de una proteína mediante difracción de 

rayos X requiere de una cantidad relativamente grande de proteína y un alto grado de 

pureza. Esto es debido principalmente al hecho de que se utiliza mucha proteína en los 

primeros ensayos de cristalización. Además de la cantidad, la calidad de la muestra es de 

vital importancia. Para obtener un resultado positivo, además de que la muestra tiene que 

estar libre de contaminantes, las moléculas de proteína tienen que ser química y 

estructuralmente homogéneas, manteniendo la misma distribución de cargas 

superficiales, el cual es uno de los factores que intervienen en el proceso de 

empaquetamiento molecular dentro del cristal. 

Aunque muchas proteínas han sido cristalizadas a partir de muestras relativamente 

impuras, en general la calidad de los cristales resultantes (en términos del límite de 

resolución) incrementa con la pureza de la muestra. Debido a la importancia de la pureza 

de la muestra en los experimentos de cristalización , el proceso de purificación es crucial , 

debiéndose tener el mayor cuidado posible en los diferentes pasos para obtener la mayor 
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homogeneidad posible y mantener a la proteína en su estado activo. En general, los 

procedimientos usados en la purificación de proteínas están basados en la separación de 

los diferentes componentes en función de sus propiedades fisicoquímicas, como son el 

peso molecular, la carga, la hidrofobicidad, la presencia de cofactores y los sitios de unión 

con alta especificidad por algún sustrato. Para el caso de las proteínas en que no se 

conoce nada acerca de estas propiedades, el proceso de purificación es más empírico. 

Uno de los principales problemas encontrados es la presencia de isoformas, lo cual 

produce heterogeneidad en la muestra. Su presencia puede ser además la responsable 

del crecimiento de monocristales que difractan poco los rayos X, debido a que no existe 

un empaquetamiento sistemático en la estructura del cristal. Hoy en día el uso de técnicas 

de ADN recombinante puede servir para eliminar el problema de purificación de isoformas, 

facilitando la obtención de proteínas en la cantidad y pureza necesarias para los 

experimentos de cristalización (Souza et al. , 2000). 

Las técnicas más comúnmente utilizadas para la determinación de la pureza de una 

muestra son las técnicas electroforéticas, existiendo diferentes variantes como la 

electroforesis nativa, la desnaturalizante, el enfoque isoeléctrico, las técnicas 

bidimensionales, etc. De éstas, la electroforesis desnaturalizante o SDS-PAGE aporta 

información sobre el grado de pureza química y un estimado del peso molecular de las 

diferentes subunidades. 

Uno de los parámetros más importantes involucrados en la cristalización de proteínas es 

la monodispersidad de la muestra (esto es, que existan en solución partículas de un 

tamaño uniforme), la cual puede ser medida mediante técnicas de dispersión dinámica de 

luz (DLS). En esta técnica, un equipo de DLS analiza las fluctuaciones en la intensidad de 

la luz dispersada por la proteína en solución en función del tiempo. El equipo calcula el 

coeficiente de difusión translacional (DT) de las moléculas en solución a partir de la 

autocorrelación de los datos de intensidad de luz dispersada. El radio hidrodinámico (Rh) 

de las moléculas es deducido a partir del DT, usando la ecuación de Stokes-Einstein, así 

el equipo de DLS calcula el peso molecular estimado a partir del Rh , utilizando una curva 

standard de MW vs Rh para proteínas globulares. 
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1.5 Cristalogénesis y cristalografía 

Cristalización y métodos de crecimiento cristalino 

Hoy en día existen numerosas técnicas y aproximaciones fisicoquímicas que nos dan 

información acerca de la estructura molecular de las diferentes especies minerales, así 

como de las diferentes moléculas y macromoléculas biológicas. Algunos de estos 

métodos, como la Resonancia Magnética Nuclear (RMN), están ayudando cada vez más 

a conocer las diferentes estructuras moleculares, particularmente las de aquellas con una 

masa molecular baja. Existe sin embargo sólo una técnica que ayuda a una descripción 

más detallada y precisa en términos matemáticos sin la limitante del peso molecular para 

la determinación estructural, la difracción de rayos X, la cual ha sido utilizada para la 

determinación estructural de especies minerales, proteínas, ácidos nucleicos, etc. 

(McPherson, 1990). 

El paso fundamental para la aplicación de las diferentes metodologías en la resolución 

estructural es obtener los cristales de la proteína de interés, que tienen que ser de la 

mejor calidad y tamaño para un análisis de difracción de rayos X de alta resolución (Souza 

et al., 2000). La estrategia empleada para realizar la cristalización consiste generalmente 

en guiar muy lentamente al sistema a un estado de solubilidad reducida, modificando las 

propiedades del disolvente, acompañado del incremento en la concentración del agente 

precipitante o alterando algunas condiciones fisicoquímicas como el pH y la temperatura. 

(McPherson, 1990). 

Crecimiento de cristales a partir de soluciones sobresaturadas 

En una solución sobresaturada, existen dos estados en equilibrio, una fase sólida y una 

que consiste de moléculas libres en solución. En la saturación no existe ningún aumento 

neto en la proporción de la fase sólida que pueda acumularse para la formación de un 

núcleo cristalino. Así, los cristales no nuclean a partir de una solución saturada. El sistema 

tiene que estar fuera del equilibrio, y más específicamente, en un estado de 

sobresaturación. 

15 
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Cuando el objetivo es crecer cristales de cualquier compuesto, una solución de esta 

molécula tiene que ser llevada a un estado de sobresaturación y regresada al equilibrio 

por medio de fuerzas de exclusión de moléculas de soluto hacia el estado sólido, el cristal. 

Sobre un diagrama de fases (Ostwald-Miers) en donde la concentración en el equilibrio 

(solubilidad) se grafica contra la concentración de agente precipitante (figura 2), la línea 

indicativa de la saturación marca también las necesidades energéticas para dar paso a 

una segunda fase, la formación del núcleo de un cristal o un agregado. Cuando un núcleo 

estable ha sido formado en una solución sobresaturada, éste puede seguir creciendo 

hasta que el sistema llegue al equilibrio, pero mientras se mantenga lejos del equilibrio y 

exista algún grado de sobresaturación, los cristales seguirán creciendo o continuará la 

precipitación amorfa (McPherson, 1990). 

En la teoría clásica de crecimiento de cristales, la región de sobresaturación que se 

encuentra exactamente sobre la curva de saturación está dividida en dos zonas, la región 

metaestable y la región lábil (figura 2) (Ducruix, 1992). 

Por definición, los núcleos cristalinos no pueden formarse en la región metaestable, justo 

arriba de la curva de saturación. Sin embargo, un núcleo puede estar presente en la 

región metaestable, en la que puede mantenerse para crecer. Por el contrario, es en la 

región lábil en donde los núcleos pueden formarse espontáneamente, por lo que siendo 

estables en esta región, las moléculas se acumulan y se agota la fase líquida hasta que el 

sistema reingresa a la región metaestable, llevándolo al estado de saturación. 

Así, en cristales crecidos para análisis de rayos X, se intenta ya sea por deshidratación o 

por la alteración de condiciones físicas, transportar a la solución a la región lábil y al 

estado de sobresaturación, acercándose lo más posible al estado metaestable (Ducruix, 

1992). 
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Figura 2. Diagrama de fases (Ostwald-Miers) donde se muestra la solubilidad en función 
de la concentración de agente precipitante (Ducruix, 1992). 

Caracterización del cristal 

Cuando se ha obtenido un cristal del tamaño suficiente (aproximadamente 0.2 x 0.2 x 0.2 

mm) éste es caracterizado para verificar su calidad de difracción, dimensiones de la celda 

unitaria, red cristalina, grupo espacial (una descripción de la simetría del cristal) y el 

número de moléculas de proteína por celda unitaria. Todos estos parámetros pueden ser 

determinados directa o indirectamente a partir de las imágenes de difracción del cristal. El 

número de moléculas de proteína por celda unitaria puede ser estimado por el método 

descrito por Matthews en 1968, al calcular la relación entre el volumen de la celda unitaria 

y el peso molecular de la proteína, el cual es llamado coeficiente de Matthews. 

El conocer el grupo espacial y el número de moléculas en la celda unitaria permite la 

determinación del número de moléculas en la unidad asimétrica, la cual es la estructura 

mínima que debe resolverse para determinar la estructura tridimensional de la proteína, y 

es ésta precisamente la se deposita en el Protein Data Bank (PDB). 
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Reducción de datos 

Una vez que se tienen los datos de difracción, las reflexiones son indizadas (sus índices 

de Miller determinados) y sus intensidades normalizadas. El resultado es una lista con las 

reflexiones (hkf), la intensidad de las reflexiones y su error. Una evaluación de la calidad 

de los datos procesados puede ser realizada usando diferentes criterios. Uno de estos 

parámetros es el llamado Rmerge que mide la concordancia entre reflexiones equivalentes, 

las cuales han sido medidas más de una vez durante la captación de datos o son 

reflexiones relacionadas por simetría. En ambos casos las intensidades de las reflexiones 

pueden ser idénticas y la desviación del valor promedio (valor combinado) puede ser 

usada para estimar la calidad de los datos, por lo que un buen valor de Rmerge dependerá 

de la redundancia de los datos (cuantas veces ha sido medida una misma reflexión). En 

general, se considera bueno un valor de Rmerge menor al 10%. Otro parámetro usado en la 

evaluación de los datos experimentales es el denominado integridad (completeness) , que 

es la relación entre el número de reflexiones observadas y aquellas teóricamente 

medibles. Por lo que la integridad y la redundancia deben de ser lo más grande posible, 

mientras que el Rmerge deberá ser lo más pequeño posible. 

Asimismo, el valor de Rsym, el cual provee una estimación de la correlación de los datos a 

una simetría dada, es un parámetro usado para la determinación del grupo espacial, 

considerándose buenos los valores menores a 0.05. 

Las restricciones especiales para cada grupo espacial , las cuales se encuentran en las 

Tablas Internacionales de Cristalografía (Hahn, 2002) , aunado a las ausencias 

sistemáticas nos ayudan a la determinación del grupo espacial. 

Resolución estructural 

La determinación de la estructura tridimensional de una proteína por difracción de rayos X 

implica que se deben encontrar las fases para todas las reflexiones generadas por la 

incidencia de los rayos X sobre el cristal (éste es llamado el problema de las fases en 

cristalografía). En cristalografía de proteínas existen tres métodos básicos para resolver el 

problema de las fases y cada uno es utilizado en función del problema a resolver: 

Reemplazo lsomórfico Múltiple (MIR) , Dispersión Anómala Múltiple (MAD) y Reemplazo 

Molecular (MR). 
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Construcción de los mapas de densidad electrónica 

Una vez determinadas las fases mediante alguno de los métodos anteriores, puede 

calcularse un mapa de densidad electrónica de la unidad asimétrica, lo cual se realiza al 

calcular la transformada de Fourier de los factores de estructura. El modelo se construye 

sobre los mapas de densidad electrónica, aunque algunas veces existen interrupciones de 

la densidad, lo cual es común en los extremos amino y carboxilo terminales causado por 

la flexibilidad de la estructura en estas regiones. En general , dos tipos de mapas son 

construidos, un mapa de diferencias F0 -Fe y un mapa 2F0-Fe. 

Afinamiento del modelo 

El modelo inicial contiene errores que deben ser minimizados afinando el modelo. Éste es 

un proceso de ajuste de las coordenadas atómicas del modelo para minimizar las 

diferencias entre la amplitud de los factores de estructura observados experimentalmente 

(Fobs) y los calculados (Fca1e) ; es decir, se debe procurar que el patrón de difracción 

calculado para un modelo se ajuste lo mejor posible a los datos experimentales. 

Durante el afinamiento, la calidad del modelo resultante puede evaluarse al usar un índice 

de discordancia (R factor) entre los F obs y los F cale· 

Un valor aceptable del factor R depende de la resolución de la estructura. Para 

estructuras determinadas a alta resolución (<2 A}, el valor final de R se espera que sea 

menor a 0.2 ó 20%. Debido a que para las estructuras de proteínas generalmente se tiene 

un número menor de observaciones que parámetros, el factor R puede ser artificialmente 

disminuido a expensas de la estereoquímica del modelo. Para evitar este tipo de errores, 

Brunger en 1992 introdujo una nueva metodología en el proceso de afinamiento (la 

validación cruzada), donde aproximadamente el 10% de los datos es separado del total y 

no es usado en el afinamiento. Este 10% es usado para calcular un nuevo parámetro, el 

factor R libre (Rtree) , este factor es un indicador sensible al sobreafinamiento y 

generalmente no debe alejarse más del 5% del valor de R. 
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1.6 Interacción proteína - cristal 

El papel de las diferentes proteínas en los procesos de biomineralización y el mecanismo 

de formación del cascarón de huevo no son bien conocidos. Sin embargo, varios 

mecanismos han sido propuestos para explicar la interacción entre proteínas y superficies 

minerales, entre los que se encuentran las interacciones estereoquímicas y 

electrostáticas. Para poder entender estos mecanismos es necesario estudiarlos 

separadamente usando sistemas en los cuales sólo un tipo de interacción sea 

predominante (Rodríguez-Navarro et al. , 2000), en donde la predominancia dependerá del 

tamaño, conformación y propiedades moleculares como carga y grupos funcionales de las 

diferentes macromoléculas. 

Existen pocos trabajos que se hayan enfocado a la influencia de extractos 

macromoleculares (Arias et al., 1993; Gautron et al., 1996) sobre la cristalización del 

carbonato de calcio. En estos trabajos se ha postulado que las diferentes macromoléculas 

tienen un efecto sobre la morfología de los cristales. La influencia de proteínas purificadas 

a homogeneidad sólo ha sido estudiada para el caso de la ansocalcina de ganso 

(Lakshminarayanan et al. , 2002) y para la lisozima de gallina (Jimenez-López et al. , 2003), 

observándose con esta última un efecto sólo a altas concentraciones, mientras que la 

ansocalcina promueve la agregación de cristales. 

Para poder evaluar la influencia de las diferentes macromoléculas es necesario realizar 

una caracterización a nivel microscópico. 

Para la investigación de superficies a alta resolución se utilizan comúnmente dos técnicas, 

la microscopía electrónica de barrido (SEM) y la microscopía de fuerza atómica (AFM). 

Cada una de estas técnicas puede darnos detalles a escala de nanómetros, aunque sólo 

la técnica de microscopía de efecto túnel (a partir de la cual se desarrolló la microscopía 

de fuerza atómica) puede darnos detalles a nivel atómico, siendo prerrequisito para su uso 

que la muestra sea conductora. 

El mecanismo de formación de imágenes para cada una de estas dos técnicas es 

diferente, lo cual da como resultado diferente información acerca de las estructuras 

superficiales. 
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En general , la técnica de AFM provee información topográfica tridimensional tanto de 

materiales conductores como no conductores. Esta técnica tiene sus orígenes en el 

método de SPM (scanning probe microscopy) desarrollado por IBM en 1981. 

Para la caracterización de muestras tanto conductoras como no conductoras, la 

microscopía de fuerza atómica (AFM) fue desarrollada en 1986 y el primer microscopio de 

fuerza atómica comercial fue producido en 1989. Ésta es una familia de técnicas que 

involucra la exploración de una superficie con el uso de una "punta" unida a un "muelle", 

en donde la punta interactúa directamente mediante fuerzas de van der Waals con la 

superficie. Estas interacciones son monitoreadas a partir de la señal registrada en un 

fotodiodo de las deflexiones del muelle, al que se encuentra unida la punta, generando así 

una imagen tridimensional. 

Los dos modos de operación más comúnmente utilizados en la microscopía de fuerza 

atómica son el modo contacto (contact mode) y el modo intermitente (tapping mode), en 

donde la de modo intermitente se utiliza generalmente para la caracterización de muestras 

suaves. 

Aunque la técnica de AFM es la más comúnmente usada, existen muchas otras técnicas 

de SPM que han sido desarrolladas para obtener información sobre diferencias en 

fricción, adhesión, elasticidad , dureza, campos eléctricos y magnéticos, distribución de 

temperaturas, etc. 
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SECCION EXPERIMENTAL 
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De forma general el trabajo se divide en tres partes fundamentales que son: la parte 

bioquímica, la parte de cristalogénesis y cristalografía y la parte de la influencia de la OC-

17 sobre la cristalización del carbonato de calcio. La primera parte abarca el aislamiento, 

purificación y determinación de los estados de agregación de la OC-17. En la parte de 

cristalogénisis y cristalografía se describe la obtención de cristales, la captación de datos 

de difracción y la resolución estructural de la OC-17 y la tercera parte detalla la influencia 

de la concentración sobre la cristalización del carbonato de calcio. 

2.1 Caracterización bioquímica 

2.1.1 Protocolo de aislamiento y purificación de la proteína 
ovocleidina-17 

Se utilizaron 18 huevos blancos de Gallus gallus no fertilizados para comenzar con el 

aislamiento y purificación de la proteína ovocleidina-17. El contenido de los huevos fue 

desechado y los cascarones lavados con agua corriente. Las membranas fueron 

separadas manualmente después de un tratamiento con EDTA (ácido 

etilendiaminotetraacético, Aldrich) al 5 % por un periodo de 30 minutos a 4° C. Mediante 

este tratamiento es posible también separar la cutícula , lavándose los cascarones 

abundantemente con agua corriente y finalmente con agua destilada. 

Los cascarones lavados se secaron a temperatura ambiente sobre papel absorbente. 

Posteriormente fueron molidos en un mortero de porcelana hasta que el tamaño de las 

partículas fuera el más pequeño posible. 

Después de este primer tratamiento, se obtuvieron 75 g de polvo de cascarón a partir de 

los cuales se comenzó la extracción, la primera parte de la extracción se realizó con ácido 

acético (Sigma) al 20% (1 O mi por gramo de cascarón) con agitación constante por un 

periodo de 24 horas a 4°C. 

Este extracto fue centrifugado a 22, 100 x g durante 1.5 horas. Se recuperó el 

sobrenadante y se dializó contra 5x1 O vol. de ácido acético al 5%, que contenía 5 mM de 

EDTA y 0.025% de NaN3 para cada cambio en la diálisis. Para llevar a cabo la 

precipitación de la fase proteica, la solución dializada se llevó a saturación con sulfato de 

amonio (Sigma). Después de 24 horas, esta solución fue centrifugada a 64,500 x g 

durante 50 minutos a 4°C, el sobrenadante descartado y el botón fue resuspendido y 
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dializado contra ácido acético al 10% para remover el sulfato de amonio. La solución 

resultante fue centrifugada a 29,500 x g por un lapso de 5 minutos y el sobrenadante fue 

filtrado con filtros de polifluoruro de vinilideno (PVDF) con abertura de malla de 0.2 µm. 

La solución que contenía la porción soluble intramineral del cascarón de huevo (extracto 

intramineral) , fue inyectada a una columna Vydac C4 de HPLC fase reversa (50 x 4.6 

mm), usando como fase móvil 100% de acetonitrilo más 0.1% de TFA (ácido 

trifluoroacético) y utilizando diferentes gradientes. 

Con la finalidad de observar las proteínas presentes en el extracto intramineral se realizó 

una electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE), utilizando un gel de tipo homogéneo 

15% en un sistema BioRad. 

Después de la cromatografía de fase reversa y para detectar en qué pico o picos se 

encontraba la ovocleidina-17, las fracciones obtenidas fueron verificadas mediante 

electroforesis, utilizando la metodología SDS-PAGE descrita para minigeles del sistema 

PhastSystem del tipo homogéneo 20% (PhastSystem separation technique file No. 111 . 

Amersham Bioscience Co). 

En ambos casos los geles fueron teñidos con azul de Coomasie. 

2.1.2 Pruebas de hemoaglutinación 

Debido al hecho de que previamente se sabía que en la secuencia de la ovocleidina-17 

existe un dominio de lectina tipo-e (Mann & Siedler, 1999) se realizaron una serie de 

pruebas de hemoaglutinación utilizando un kit de los diferentes tipos sanguíneos con 

eritrocitos humanos y determinar así el tipo de azúcares que reconocían. A la par se 

realizaron análisis del extracto completo conteniendo todas las proteínas intraminerales y 

con la ovocleidina-17 purificada. 

2.1.3 Determinación de los estados de agregación de la OC-17 en 

función de la temperatura 

Se realizaron experimentos de dispersión dinámica de luz (DLS) para conocer el estado 

de agregación de la ovocleidina-1 7, utilizando un equipo DynaPro-801 TC (Protein 

Solutions Co.), el cual cuenta con controlador de temperatura. 
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La metodología consistió en filtrar una solución de proteína que tenía una concentración 

de 1.0 mg/ml a través de un filtro con apertura de malla de 0.2 µm para remover cualquier 

partícula extraña. La solución fue introducida inmediatamente al equipo de DLS, el cual 

cuenta con un diodo láser con una longitud de onda de 830 nm y un fotodetector ubicado 

a 90°. Una vez introducida la muestra se realizó un barrido de temperaturas a partir de 

6°C. 

2.2 Cristalogénesis y cristalografía 

2.2.1 Cristalización de la proteína ovocleidina-17 

En función de que la banda mayoritaria en el gel de poliacrilamida (más del 95%) 

correspondía a un peso molecular de aproximadamente 17 kDa , se montaron pruebas de 

cristalización. 

La proteína purificada fue concentrada hasta 12.5 mg/ml. Las pruebas iniciales se llevaron 

a cabo utilizando el Hampton Research Crystal Screen 1 (Jancarik & Kim, 1991 }, que 

consiste de 50 diferentes condiciones experimentales. Una lista completa de estas 50 

condiciones se encuentra en el Apéndice B. Todas las pruebas de cristalización fueron 

realizadas a 4ºC usando la técnica de difusión en fase vapor en gota sedente. El volumen 

total de las gotas fue de 1 O µI , al mezclar volúmenes iguales de proteína y solución de 

agente precipitante y equilibrada contra 750 µI de esta última. 

2.2.2 Captación de datos de difracción de rayos X (ánodo rotatorio) 

El siguiente paso para la resolución estructural de una proteína por difracción de rayos X 

una vez obtenidos los cristales es la captación de datos. Esta se realizó utilizando un 

equipo Rigaku con un generador de ánodo rotatorio (100 kV, 50 mA) y un detector R-Axis 

llC lmaging plate a temperatura ambiente en el Laboratorio Universitario de Estructura de 

Proteínas (LUEP) en el Instituto de Química de la Universidad Nacional Autónoma de 

México. 

Se captaron 31 imágenes con una distancia entre cristal y detector de 100 mm a un 

intervalo de oscilación de 2° y un tiempo de exposición de 45 minutos para cada imagen. 
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2.2.3 Captación de datos de difracción de rayos X a alta resolución 

Para esta nueva captación de datos en donde era necesario obtener una mayor 

resolución , la toma de datos se realizó en la línea BM14S del European Sychrotron 

Radiation Facility (ESRF) en Grenoble, Francia, utilizando un haz de rayos X con longitud 

de onda de o.97 A y un detector marceo. 

Se captaron 120 imágenes a intervalos de 1° con tiempo de exposición de 12 segundos 

c/u , utilizando como crioprotector PEG 400 al 20% y tomando los datos a una temperatura 

de 100 K. 

2.2.4 Resolución estructural 

Debido al conocimiento previo de la identidad en estructura primaria (30%) de la 

ovocleidina-17 con la litostatina de cálculos pancreáticos humanos y a que de ésta última 

ya se conocía su estructura tridimensional (Bertrand et al. , 1996), se optó por intentar la 

resolución por técnicas de Reemplazo Molecular (MR). 

En la figura 3 se muestra el alineamiento de secuencias entre la ovocleidina-17 y la 

litostatina de cálculos pancreáticos humanos. 

CLUSTAL X (1 . 8) multiple sequence alignment 

Ovocleidina-17 
Litostatina 

Ovocleidina - 17 
Litostatina 

Ovocleidina - 17 
Li tostatina 

---------DPDGCGPGWVPTPGGCLGFFSRELSWSRAESFCRRWGPGSH 
QEAQTELPQARISCPEGTNAYRSYCYYFNEDRETWVDADLYCQNMNSG- N 

* * * * * * * * 

LAAVRSAAELRLLAELLNASRGGDGSGEGADGRVWIGLHRPAGSRSWRWS 
LVSVLTQAEGAFVASLIKESGTDDFN---- - --VWIGLHDPKKNRAWHWS 

* * ** * * * * ****** * * * ** 

DGTAPRFASWHRTAKARRG- GRCAALRDEEAFTSWAARPCTERNAFVCKA 
SGSLVSYKSWGIGAPSSVNPGYCVSLTSSTGFQKWKDVPCEDKFSFVCKF 

* ** * * * * * * ** **** 

Ovocleidina- 17 AA 
Litostatina KN 

Figura 3. Alineación de secuencias de la ovocleidina-17 y la litostatina de cálculos 

pancreáticos humanos. * indica los aminoácidos conservados en ambas secuencias. 
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El procesamiento de datos se llevó a cabo realizando los siguientes pasos: 

1) Determinación de la orientación del cristal , parámetros de la celda unitaria y del posible 

grupo espacial. 

2) Generación de un listado de reflexiones e integración de las imágenes. 

3) Escalamiento y combinación de los datos resultantes. 

Los pasos 1 y 2 se realizaron utilizando el programa MOSFLM (Leslie, 1992) que sirve 

para el procesamiento de imágenes de difracción y proporciona las herramientas 

necesarias para realizar la integración de cada una de las reflexiones observadas en un 

espectro de difracción de rayos X experimental. 

El paso 3 se realizó con los programas SCALE y TRUNCATE , estos programas están 

incluidos en el "Collaborative Computational Project Number 4 (CCP4)" (1994). El 

programa SCALE se utilizó para el escalado y la combinación de los datos provenientes 

de los diferentes patrones de difracción obtenidos, mientras que el programa TRUNCATE 

fue usado para obtener la amplitud de los factores de estructura a partir de las 

intensidades. 

Li s t of possible La ue gro ups , so r ted on penalty index . 
The lower t h e PENALTY , the bet t e r 
Only solutions with PENALTY less than 200 are l i sted , 

No 
14 

13 
1 2 
11 

10 

PENALTY LATT a b e alpha beta gamma Possible spacegroups 
155 tP 59.66 59 . 73 84 . 5 1 90 . 6 90 . 7 119 . 6 P4 , P41 , P42 , P43 , P422 , P4212 , P4122 

P41212 , P4222 , P42212 P4322 , P432 1 2 

155 oP 59.66 59 . 73 84 . 51 90 . 6 90 . 7 119 . 6 P222 , P2221 , P21212 , P212 1 2 1 
150 mP 59.73 59 . 66 84 . 51 90 . 7 90 . 6 119 . 6 P2 , P21 
150 mP 59.66 59.73 84 . 51 90 . 6 90 . 7 119 . 6 P2 , P21 

13 hP 59 . 66 59 . 73 84.51 90 . 6 90 . 7 119 . 6 P3 , P3 1 , P32 , P312 , P321 , 
P3112 , P3121 , P3212 , P3221 
P6 , P61 , P65 , P62 , P64 , P63 , P622 , 
P6122 , P6522 , P6222 , P6422 , P6322 

Figura 4. Primeros datos obtenidos con MOSFLM del autoindizado antes del afinamiento 

de la celda unitaria. En el recuadro se muestra que la menor penalización es para los 

grupos espaciales trigonales y hexagonales. 
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Una vez realizado el afinamiento de la celda para diferentes grupos espaciales trigonales 

y hexagonales con el programa MOSFLM, así como el proceso de escalamiento y 

combinación de los datos, se verificaron los valores de Rsym para determinar el grupo 

espacial , aunado a la observación de las ausencias sistemáticas en los archivos que 

contenían todas las reflexiones (hkl) para cada grupo espacial , basándose en los datos de 

las Tablas Internacionales de Cristalografía (Hahn, 2002) . 

No. de Grupo Grupo 
Rsym 

espacial espacial 

168 P6 0.47 

143 P3 0.051 

149 P312 0.475 

150 P321 0.053 

Figura 5. Valores de Rsym para diferentes grupos espaciales trigonales y 

hexagonales. El número de grupo espacial es el asignado en las tablas 

internacionales de cristalografía. 

A partir de estos valores y en función de las ausencias sistemáticas se dedujo que el 

grupo espacial era P321 , pero aún faltaba determinar si era P3121 o P3221 , lo cual se 

determinó hasta la obtención de una solución correcta en el reemplazo molecular. 

Antes de realizar el reemplazo molecular, se cambió el formato del archivo de salida 

proveniente del programa TRUNCATE (mtz) a uno que pudiese ser leído por el programa 

CNS_solve (Crystallography and NMR system) (Brunger et al. , 1998). Esto se realizó 

usando el programa mtz2various incluido en CNS. 

Una vez con el archivo en un formato para CNS, el cual contiene la lista completa de 

todas las reflexiones (hkl}, los factores de estructura observados y el valor de sigma (error 

estimado) para cada una de las reflexiones, éste fue utilizado como uno de los archivos de 

entrada para el reemplazo molecular, junto con el archivo de coordenadas de la litostatina. 

La cadena principal de la litostatina se mantuvo intacta y en base al alineamiento de 

secuencias, las cadenas laterales de los aminoácidos no conservados (figura 3) fueron 



Juan Pablo Reyes-Grajeda Sección Experimental 

retiradas o cambiadas por Ala o Gly. Para este caso el porcentaje de cadenas laterales 

modificadas fue del 64%. 

En general el reemplazo molecular se basa en sustituir un modelo molecular conocido 

(litostatina) dentro de la celda unitaria del cristal bajo estudio (ovocleidina-17), para lo cual 

hay que aplicar una función de rotación y un vector de traslación. Este proceso se llevó a 

cabo utilizando el programa AMORE (Navaza, 1994). 

El reemplazo molecular fue realizado para los dos posibles grupos espaciales, P3121 y 

P3221 . Para el primero no hubo solución ya que se obtuvieron valores muy bajos del 

factor de correlación y valores muy altos del factor R. Sin embargo sí hubo solución para 

el grupo espacial P3221 como se muestra en al figura 6. 

mr 2ic : oc 17 

xout(mod) = rotation * xin (mod) + translation 

- 0 . 11612 0 . 96836 0 . 22090 - 29 . 72 

xout (rnod= ll) 0 . 98483 0 . 14113 - 0 . 10097 * xin( rnod=ll) + 7 . 01 

- 0 . 12895 o. 20582 -o. 97006 100 . 31 

e-factor= 27.8 R-factor = 48.1 

Figura 6. Solución dada para el reemplazo molecular con el grupo espacial P3221 por el 

programa AMORE. Aquí se muestra la función de rotación y el vector de traslación que 

debe ser aplicado. Los valores del factor de correlación (e-factor) y R-factor son 

calculados a partir de los factores de estructura observados y los generados a partir del 

modelo con la orientación dada. 

Una vez aplicada la función de rotación y el vector de traslación a la molécula de 

litostatina, la cual ha sido "acomodada" en la celda unitaria de la ovocleidina-17, mediante 

la rutina REORIENTATE incluida en el programa AMORE, se comenzó con la 

construcción del modelo de la ovocleidina-17, cuyos pasos se detallan a continuación . 
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Preparación de los datos de difracción 

Al archivo de las reflexiones se le adicionó la información de "validación cruzada (CV)" = 

Rtree, usando una selección de datos al azar con el programa make_cv incluido en CNS. 

El porcentaje de reflexiones utilizadas para los cálculos de Rtree en este caso fue del 1 O %. 

Este valor es usado para seguir los subsecuentes pasos de afinamiento del modelo. 

Construcción del modelo inicial 

Las coordenadas del modelo inicial (archivo de salida de AMORE) se cambiaron a un 

formato para su uso con CNS, para lo cual se utilizó el programa generate_easy incluido 

en CNS, el cual nos dio de salida un archivo con las coordenadas en formato PDB y un 

archivo en formato MTF que contiene información de la topología molecular de tipo 

covalente de la molécula. 

Verificación del modelo inicial 

Antes de comenzar con el afinamiento, el modelo fue verificado usando el programa 

model_stats_start incluido en CNS, el cual se usa para analizar la geometría del modelo 

y las estadísticas de difracción. El resultado de esta rutina indica si el modelo tiene una 

geometría pobre. Entre la información obtenida se encuentran los valores de R y Rtree. así 

como los valores de rms para enlaces, ángulos, dihedros e impropios. 

R= 0.5681 Rtree= 0.5782 

De este primer modelo también fue verificado que no existieran superposiciones al 

generar las moléculas relacionadas por simetría . 

Afinamiento inicial por recocido simulado "annealing" 

Se comenzó con un afinamiento de cuerpo rígido realizado con el programa rigid incluido 

en CNS, dando como resultado un nuevo archivo de coordenadas en formato PDB. 

R= 0.496 Rtree= 0.501 

Una vez realizado este afinamiento inicial se procedió a realizar un recocido simulado con 

el programa anneal incluido en CNS, usando dinámica de torsión de ángulos, 

comenzando a una temperatura de 5000K y disminuyendo a intervalos de 25K. Este 
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proceso incluye además 2 pasos de minimización de energía, uno antes y uno después 

del recocido simulado. 

R= 0.4268 Rtree= 0.4836 

Dado que el modelo inicial tenía los mismos factores-B (factores de temperatura) para 

todos los átomos, fue necesario afinarlos con el programa bgroup incluido en CNS, este 

programa realiza el afinamiento de 2 factores B para cada residuo, uno para la cadena 

principal y uno para la cadena lateral. 

R= 0.412 Rtree= 0.466 

El archivo de salida fue un nuevo archivo de coordenadas en formato PDB. 

Localización de las partes por asignar en el modelo 

El siguiente paso fue localizar las partes en donde existía densidad electrónica y debían 

asignarse los átomos correspondientes a las cadenas laterales de la OC-17, así como 

localizar los átomos incorrectamente posicionados, para lo cual fue necesario calcular dos 

mapas de densidad electrónica, uno de diferencias F0 -Fc, usando la información de las 

fases del modelo, obteniéndose los picos positivos y negativos de densidad electrónica a 

2 y -2.5 sigma respectivamente, los cuales nos ayudaron a trazar el modelo usando un 

programa de visualización y edición. El otro mapa es un mapa 2F0 -Fc calculado a 1 sigma. 

La generación de los mapas se realizó con el programa model_map de CNS. 

Una vez obtenidos los 2 mapas de densidad electrónica, fue necesario cambiarles el 

formato para poder ser leídos por el programa de visualización y edición gráfica TURBO

FRODO (Roussel & Cambillau, 1989). Para este paso se utilizó el programa mapman 

incluido en TURBO-FRODO. 

A partir de aquí comenzó un proceso interactivo de subsecuentes pasos de reconstrucción 

manual del modelo acomodando tanto cadena principal como cadenas laterales dentro de 

los mapas de densidad electrónica, así como mutación de residuos y afinamiento de la 

geometría. Este proceso fue realizado de manera gradual y después de una serie de 

cambios fue necesario obtener un nuevo archivo de coordenadas en formato PDB, el cual 

fue utilizado para un nuevo ciclo de afinamiento por recocido simulado. En cuanto la 

31 



32 

Juan Pablo Reyes-Grajeda Sección Experimental 

mayor parte de la estructura fue trazada correctamente, el afinamiento de los factores-B 

se realizó usando el programa bindividual incluido en CNS. Este proceso fue 

monitoreado con los valores de R y Rtree que nos dan una idea de si los cambios 

realizados paulatinamente han sido correctos. 

Una de las partes que fue necesario construir de una manera distinta fue la serina 

fosforilada (SEP61 ). Era evidente la densidad electrónica para el grupo fosfato de esta 

modificación postraduccional , pero para su construcción fue necesario buscar en una 

base de datos de heterocompuestos (Hetero-compound lnformation Centre - Uppsala. 

http://alpha2.bmc.uu.se/hicup/) los archivos correspondientes a su topología y parámetros 

(enlaces, ángulos, dihedros, impropios, etc). 

En los archivos generados SEP.top y SEP.param fue necesario realizar una serie de 

cambios para construir el residuo de serina fosforilada con la geometría adecuada. 

El número de pasos de afinamiento realizados en total fue de 15, aumentando 

paulatinamente la resolución hasta llegar a trabajar a la máxima resolución de 1.5 A, que 

fue la máxima resolución obtenida en la captación de datos. 

Los valores finales de R y Rtree fueron los siguientes: 

R= 0.20 Rtree= 0.218 

La asignación de la estructura secundaria fue realizada usando el programa DSSP 

(Wolfgang et al. , 1983) y la correcta geometría corroborada con el programa PROCHECK 

(Laskowski et al. , 1993). 

Todo el procesamiento de datos y construcción del modelo fue realizado en estaciones de 

trabajo Sil icon Graphics (SGI) . 

La resolución de la estructura de la ovocleidina-17 se realizó bajo la supervisión del Dr. 

Antonio Romero en el Centro de Investigaciones Biológicas (CIB) del Consejo Superior de 

Investigación Científica (CSIC) , en Madrid, España, durante una estancia de investigación 

que realicé en su laboratorio de febrero a julio del 2002. 
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2.3 Influencia de la OC-17 sobre la cristalización del carbonato de 
calcio 

Con la finalidad de determinar el efecto de la ovocleidina-17 sobre la morfología 

macroscópica de cristales de carbonato de calcio, se realizó la síntesis in vitro de CaC03 

evaluando el efecto de la concentración de proteína. 

La OC-17 utilizada fue parte del mismo lote de proteína utilizado para su cristalización 

mediante el protocolo descrito en la sección 2.1.1. Dos proteínas intraminerales 

comercialmente disponibles fueron usadas como control , la ovotransferrina y la proteína 

ovomucoide (Sigma). 

Los cristales de calcita fueron crecidos mediante la técnica de difusión en fase vapor, 

utilizando un sistema diseñado ad hoc para que la síntesis de los cristales se diese con 

una presión de vapor homogénea de los productos resultantes de la descomposición de 

una solución 25 mM de carbonato de amonio (Sigma). Esta solución se colocó dentro de 

una caja Petri, en la que se introdujo otra caja de menor tamaño invertida, sobre la cual se 

colocaron cubreobjetos siliconizados. 

En el mismo sistema se montaron pruebas control (sin influencia de la proteína) y con la 

influencia de diferentes concentraciones de proteína que fueron de 200 hasta 5 µg/ml. La 

solución de CaCl2 , a la cual se adicionó la proteína y se colocó sobre el cubreobjetos, se 

mantuvo a una concentración constante en todos los casos (100 mM) y el sistema se selló 

perfectamente para evitar fugas. El volumen total de las gotas fue de 50 microlitros y todos 

los experimentos fueron realizados a 18°C. En la figura 7 se muestra el diseño del sistema 

experimental. 
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Cristales de CaC0 3 

Cubreobjetos con 
cloruro de calcio + 
proteína 

Carbonato 
de amonio 

Sección Experimental 

Figura 7. Sistema experimental diseñado para la síntesis de cristales de CaC03. 

Después de 72 horas de adicionado el carbonato de amonio, los cristales fueron lavados 

con agua grado MilliQ, secados a temperatura ambiente y preparados para su 

caracterización mediante microscopía electrónica de barrido (SEM) . 

Microscopía electrónica de barrido (SEM) 

Los estudios de SEM de los cristales de CaC03 se llevaron a cabo usando un equipo de 

microscopía electrónica de barrido JEOL JSM5900 LV a 20kV, acoplado a un sistema de 

microanálisis. 

Microscopía de fuerza atómica (AFM). 

Para el caso de la obtención de imágenes de microscopía de fuerza atómica (AFM), éstas 

se obtuvieron utilizando un equipo Multimode con un controlador Nanoscope 111 (Digital 

Co.) en el modo "tapping" (intermitente), con puntas de nitruro de silicio y velocidades de 

barrido de 1 Hz. 

La proteína a una concentración de 1 µg/ml en agua se absorbió sobre mica recién 

clivada (en donde el clivaje es la tendencia de un mineral a romperse a lo largo de una 

superficie plana) y se secó a temperatura ambiente, realizando barridos a diferentes 

amplificaciones. Esto se realizó dado el hecho de que las proteínas en solución a un pH 

menor al de su punto isoeléctrico se encuentran cargadas positivamente interactuando así 

con las cargas negativas de la mica . 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
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3.1 Caracterización bioquímica 

3.1.1 Aislamiento y purificación de la ovocleidina-17 

La metodología utilizada para el aislamiento y la purificación de la ovocleidina-17 consistió 

en algunas modificaciones del protocolo descrito por Mann (1999), para obtener un mayor 

rendimiento. 

En el primer análisis electroforético realizado se determinaron las proteínas intraminerales 

presentes con nuestro método de extracción, pudiéndose determinar que la OC-17 era la 

más abundante (figura 8). En todas las cromatografías, la OC-17 siempre apareció en un 

doble pico (figura 9) y mediante SDS-PAGE se determinó que se trataba de la misma 

proteína (figura 1 O) por lo que las dos fracciones se trabajaron posteriormente en 

conjunto. Estas observaciones concuerdan con las reportadas por Mann (1999), quien 

determinó mediante SDS-PAGE y secuenciación del amino terminal que se trataba de la 

misma proteína. Sin embargo, es posible que existan diferentes grados de modificaciones 

postraduccionales en cada una, por lo cual pueden ser separadas. Las modificaciones 

realizadas en el protocolo de purificación resultaron ser óptimas para la purificación de la 

OC-17, ya que se pudo obtener un mayor rendimiento y gran pureza. A partir de los 75 

gramos de cascarón con los que se comenzó la purificación fue posible obtener 3 mg de la 

proteína OC-17, los cuales mediante análisis por SDS-PAGE mostraron una pureza de 

más del 95%. 

(kDa) 

18.4-~ 

14.3 

6.2 

2.8 

2 

~-- ovoalbúmina 

---- ovocalixina-32 

~- ovocleidina-17 

lisozima 

Figura 8. Gel homogéneo 15%. Carril 1. Marcadores de peso molecular (GIBCO). Carril 2. 
Extracto intramineral. 
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Figura 9. Cromatograma del extracto intramineral usando una columna Vydac C-4 de 

HPLC fase reversa. 
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Figura 10. Gel homogéneo 20% SDS-PAGE. 
Carril 1. Marcadores de peso molecular (GIBCO). 
Carril 2. Pico 1 (P1) RP-HPLC. 
Carril 3. Pico 2 (P2) RP-HPLC 
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3.1.2 Pruebas de hemoaglutinación 

El extracto intramineral del cascarón de huevo dio positivo en las pruebas de 

hemoaglutinación, reconociendo al tipo sanguíneo B humano. Por otro lado, las pruebas 

de hemoaglutinación en todos los casos para la proteína ovocleidina-17 purificada fueron 

negativas. 

Estos resultados indican que aunque por secuencia la ovocleidina-17 tiene un dominio 

similar al de lectina tipo-C (CTLD), no une por lo menos a los polisacáridos encontrados 

en eritrocitos humanos. Sin embargo, en el extracto intramineral debe encontrarse alguna 

otra proteína con la capacidad de reconocer carbohidratos, aunque no se determinó 

específicamente cuál es. Es importante mencionar que en ninguno de los casos se 

adicionó Ca2
+ al sistema experimental. 

3.1.3 Determinación de los estados de agregación de la ovocleidina-17 

en función de la temperatura 

Como se observa en la figura 11 , la ovocleidina-17 parece ser muy sensible a los cambios 

de temperatura, mostrando un comportamiento de agregación y desagregación en función 

de ésta. Este fenómeno de agregación para la OC-17 ha sido reportado con anterioridad 

en diferentes trabajos (Hincke et al. , 1995; Mann, 1999) y es posible que los agregados 

sean su estado funcional in vivo. El radio hidrodinámico en nanómetros corresponde a 

agregados de varios cientos a más de mil kDa deducido a partir de la ecuación de 

Kratochvil , el cual es calculado por el programa Dynamics (Protein Solutions Co.). La 

temperatura a la cual la proteína se encuentra en un estado menor de agregación 

corresponde a 32°C donde aparece como trímero-tetrámero. 
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Figura 11. Efecto de la temperatura sobre el estado de agregación de la proteína 
ovocleidina-17. 
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3.2 Cristalogénesis y cristalografía 

3.2.1 Cristalización de la ovocleidina-17 

Los primeros cristales de la OC-17 se obtuvieron en 0.1 M de acetato de sodio pH 4.6 y 

8% w/v de PEG 4000 (condición experimental 37 del Hampton Research Crystal Screen 1) 

en un lapso de 10 a 20 días (figura 12). 

Figura 12. Cristales de ovocleidina-17 (20 días). La escala corresponde a 0.1mm 

Para optimizar el crecimiento de los cristales se utilizaron las técnicas de difusión en fase 

vapor (gota colgante y gota sedente), en lote (batch), acupuntura en geles y una variante 

de la técnica en lote utilizando aceites de diferentes densidades. 

Asimismo, se realizó un barrido de pH para optimizar el crecimiento de los cristales, 

obteniéndose precipitado amorfo en todos los pH probados (5.6, 6.6 y 7.6), descartándose 

la variación del pH en la optimización de los cristales. 

Los mejores cristales se obtuvieron a una concentración de proteína de 6 mg/ml en agua y 

una concentración de agente precipitante de 6% de PEG 4000 en amortiguador de 

acetatos 0.1 M pH 4.6 en la técnica de difusión en fase vapor en gota sedente, como el 

mostrado en la figura 13. Estos cristales fueron los utilizados en la caracterización por 

difracción de rayos X. 
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Figura 13. Monocristal de ovocleidina-17. 
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3.2.2 Captación de datos de difracción de rayos X (ánodo rotatorio) 

Con la captación de datos a temperatura ambiente en el equipo de ánodo rotatorio fue 

posible la caracterización preliminar de los cristales a una resolución de 3 A, la cual fue 

publicada en la revista Protein Pept. Lett. 2002. 9(3):253-257. Dicho artículo se encuentra 

anexado en el Apéndice C. 

La finalidad de una caracterización preliminar es determinar si un cristal es de proteína o 

no, la resolución de las difracciones, el grupo espacial del cristal , la calidad de éste y los 

parámetros de la celda unitaria. 
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3.2.3 Captación de datos de difracción de rayos X a alta resolución 

En la captación de datos de difracción de rayos X en el sincrotrón de Grenoble, Francia , 

se llegó a un límite máximo de resolución de 1.5 A En la figura 14 se muestra uno de los 

patrones de difracción de rayos X obtenidos en sincrotrón. 

Figura 14. Patrón de difracción de rayos X obtenido mediante radiación de sincrotrón de 

un cristal de OC-17. 
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La siguiente figura resume los datos cristalográficos más importantes obtenidos con 

radiación de sincrotrón. 

Grupo espacial P3221 

Parámetros de la celda unitaria a=b= 58.26 A, c= 82.46 A 
a=J3= 90°, y= 120° 

Límite de resolución 1.5A 

Volumen específico 2.38 A3 oa·1 

Número de moléculas en la 1 
unidad asimétricas 

Número total de reflexiones 384,514 

Número de reflexiones únicas 26,325 

Integridad(%) 99.5 

Rmerge(%) 6.3 

Figura 15. Datos cristalográficos de un cristal de OC-17 obtenidos con radiación de 

sincrotrón. 

3.2.4 Resolución estructural de la OC-17 

De los 142 residuos de la molécula, no fue posible trazar las zonas del Asp 1 al Asp 3 y de 

la Gly 64 a la Gly 68, debido a la falta de densidad electrónica. Esto se atribuye a que la 

zona del amino terminal (del Asp 1 al Asp 3) es una zona muy móvil, al igual que la zona 

de la Gly 64 a la Gly 68 que forma parte de un asa. 

La estructura final tuvo un valor de R y Rtree de 0.20 y 0.218 respectivamente y fue posible 

localizar 153 moléculas de las denominadas "aguas estructurales". 

Dentro de la estructura tridimensional de la proteína se localizó y construyó uno de los 

residuos con modificación postraduccional correspondiente a la serina 61, denominada 

SEP61 en el archivo final de coordenadas, pero el otro residuo con modificación 

postraduccional correspondiente a la serina 67 no pudo modelarse, debido a que se 

encontraba en la zona flexible del asa. Sin embargo, se trazó la cadena polipeptídica para 

los residuos de esta asa dándoseles ocupancia de cero y substituyéndolos por glicinas. 
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Los valores de desviación (r.m.s. = root mean square) fueron de 0.005 A para los valores 

ideales de longitud de enlace y de 1.3 grados para los valores ideales de ángulos de 

enlace. Los cálculos realizados con el programa PROCHECK y la gráfica de 

Ramachandran de los ángulos de torsión phi y psi mostraron que el 93.6% de los residuos 

se encontraban en las regiones más favorables (rojo) y ninguno de ellos en las regiones 

no permitidas (blanco) (figura 16), lo cual indica que la geometría y calidad estereoquímica 

de nuestro modelo son correctas. 

180 ·-· 
Hebras~ 

90 

Hélices a o. • 
-15 

- 135 b 

b 1 
· b 

- 180 . ¡35 -90 -15 o ~5 90 l35 l80 

Phi (degrecs) 

Figura 16. Gráfica de Ramachandran de la OC-17. Los residuos de glicina se 
muestran como triángulos, ya que existen menores restricciones en su localización. 
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Estructura global 

La ovocleidina-17 contiene 142 residuos de aminoácidos y un solo dominio similar al de 

lectinas tipo-e (CTLD) . En su topología general se encuentran estructuras a y 13. Está 

compuesta de tres hélices y ocho hebras, dos de estas hélices son del tipo a y una del 

tipo 310. Las hebras 13 se encuentran agrupadas en dos láminas 13 antiparalelas 

opuestamente orientadas (131-132-138-133 y 135-134-136-137). 

La estructura puede ser dividida en dos partes: una que contiene las dos hélices a que se 

encuentran perpendicularmente orientadas una con relación a la otra y rodeando a 4 

hebras 13 (131-132-138-133), y otra, formada por las otras cuatro hebras 13 (135-134-136-137) y una 

pequeña hélice 310 que conecta a las hebras 135 y 136 (figura 17). 

N-ter 

Figura 17. Representación esquemática de la estructura de la OC-17. La figura fue 

realizada con MOLSCRIPT (Kraulis, 1991) y RASTER3D (Merritt et al. , 1994). 
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En la figura 18 se muestra la secuencia de aminoácidos y los elementos de estructura 

secundaria para la OC-17. 

B1 B2 al ~3 a2 
~JD~l --..... ~ ... ~dJ?~l· ...... ~._..~----... ~------~~---
GCGPGWVPTPGGCLGFFSRELSWSRAESFCRRWGPGSHLAAVRSAAELRLLAELLNASRG 

e 

4 10 15 20 25 30 35 40 45 50 60 
a3 -• • ~4 1 ~ 

GDGSGEGADGRVWIGLHRPAGS RSWRWSDGTAPRFASWHRTAKARRGGRCAALRDEEAF T 
75 

ps e 
80 . . 85 .. 96 

~ 1 

SWAARPCTERNAFVCKAAA 
d 4 do d5 140 

95 100 105 11 0 11 5 120 

Figura 18. Secuencia de aminoácidos y elementos de estructura secundaria de la OC-17. 

Los círculos amarillos con los números indican los aminoácidos unidos mediante puentes 

disulfuro (líneas punteadas). 
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La estructura de la OC-17 se encuentra estabilizada por tres puentes disulfuro (figura 19), 

los cuales se encuentran conservados en la forma larga de las lectinas tipo-C 

(http://www.expasy.org/cgi-bin/nicedoc.pl?PDOC00537). 

El puente disulfuro Cys5-Cys16 conecta al asa que precede a la hebra [31 con el amino 

terminal de la hebra [32, otro más (Cys33-Cys138) conecta a la hélice a 1 con la hebra [38 

y el formado entre las Cys 113-Cys 130 une al amino terminal de la hebra [36 con el asa 

que precede a la hebra [38. 

Figura 19. Mapa de densidad electrónica 2Fo-Fc a 1 cr y resolución de 1.5 A de la zona 

del puente disulfuro Cys5-Cys16. La imagen fue generada con Turbo-Frodo. 
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Como se esperaba, y dado que la OC-17 es una fosfoproteína con 2 serinas fosforiladas 

(Sep61 y Sep67), se encontró densidad evidente de un grupo fosforilo en la vecindad de la 

Ser61 (figura 20). Ésta fue designada SEP61 durante la resolución estructural. Este tipo 

de residuos son capaces de unir iones tales como Ca2
+. Asimismo, en diferentes sistemas 

biomineralizados se ha descrito su presencia , como es el caso de la proteína orquestina 

del crustáceo terrestre Orchestia cavimana, la cual al ser enzimáticamente desfosforilada 

pierde la capacidad de unión a calcio (Hecker et al. , 2003). También se ha descrito su 

presencia en proteínas tales como la DMP1 (dentin matrix phosphoprotein) reportada en 

dentina y hueso, DMP2 de dentina y RP-1 de concha de moluscos (Hecker et al. , 2003). 

Es importante mencionar que la litostatina de cálculos pancreáticos no se encuentra 

fosforilada pero sí glicosilada en la Thr5 en la zona del amino terminal. 

Figura 20. Mapa de densidad electrónica 2Fo-Fc a 1 cr y resolución de 1.5 A en la zona de 

la serina fosforilada (SEP61 ). La imagen fue generada con Turbo-Frado. 
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Relación estructural con otras proteínas con dominio de lectina tipo-C 

La oe-17 adopta el plegamiento típico de lectina tipo-e de manera similar a la litostatina 

de cálculos pancreáticos humanos. Los datos estructurales disponibles hasta ahora 

demuestran una arquitectura en común en el plegamiento de las proteínas con un dominio 

similar al de lectinas tipo-e (eTLD). 

En la proteína de unión a manosa de rata (rat mannose binding protein = RMBP), el 

dominio de unión a carbohidratos (COR) contiene una serie de asas estabilizadas por dos 

iones ea2
+. La unión a carbohidratos se produce a través de la coordinación directa de 

uno de los iones Ca2
+ mediante puentes de hidrógeno con la cadena lateral de ciertos 

aminoácidos, formando así un complejo proteína-calcio-polisacárido. 

Existen hasta ahora 37 estructuras resueltas que contienen un eTLD (Zelensky, 2003), de 

las cuales aproximadamente la mitad no tienen la capacidad de unión a carbohidratos. 

Este es el caso de la OC-17 y la litostatina, las cuales no conservan los residuos 

responsables de coordinar al ion calcio. 

En la zona correspondiente a la hélice 310 (Ala 105 - Arg 109) en la OC-17 se encuentran 

los aminoácidos homólogos en posición a los responsables en coordinar al ion calcio en la 

RMBP (figura 21). Sin embargo, comparando la densidad de cargas entre éstas, se 

observó que son opuestas, por lo que por efectos de repulsión esta densidad previene la 

unión de iones con carga positiva, evitando así la subsecuente unión de polisacáridos. 
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b 

a 

Arg 108~ 

Figura 21. (a) Superposición oe-17 (rojo) - litostatina (amarillo) - RMBP (verde) . En azul 

se muestra el ion ea2
+ principal de la RMBP. (b) Acercamiento a la zona de unión a calcio 

y manosa de la RMBP superpuesta con los aminoácidos homólogos en posición de la oe-

17 (hélice 310) . El código de colores es el mismo que en la figura a y fueron generadas con 

los programas Pymol (DeLano, 2002), ViewerLite (Accelerys) y PovRay. 

La figura 22 muestra la alineación de secuencias de la oe-17 con otras proteínas 

asociadas con una fase mineral de carbonato de calcio. En esta comparación se incluyó a 

la proteína de unión a manosa de rata (RMBP), ya que ésta es el prototipo del 

plegamiento de lectinas tipo-e. Ésta es la única que pertenece al tipo corto de lectinas 

tipo-e con sólo 2 puentes disulfuro. 

La ansocalcina es una proteína intramineral de cascarón de huevo de ganso 

recientemente reportada (Lakshminarayanan et al. , 2002) , la cual tiene una identidad de 

aproximadamente el 50% con la oe-17, mientras que la perlucina es una proteína 

asociada a la fase mineral de aragonita (nácar) en conchas de abulón, Haliotis laevigata 

(Mann et al. , 2000; Weiss et al. , 2000). 
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OC17 DPDGCGPGWV PTPGG LGFF SRELSWSRAE SFCRRWGPGS HLAAVRSAAE 50 
Ansocalcin --N CPKGWL DFRGSCYGYF GQELTWRKAE AWCKVIHAGC HLASLHS PEE 48 
Perlucin ---GCPLGFH QNRRS YWFS TIKSS FAEAA GYCRYLE S-- HLAIISNKDE 45 
Lithostathine ARISCPEGTN AYRSY YYFN EDRETWVDAD LYCQNMNSG- NLVSVLTQAE 49 
RMBP --------- - - SGKKFFVTN HERMPFSKVK ALCSELRG-- TVAIPRNAEE 37 

OC17 LRLLAELLNA SRGGDGSGEG ADGRVWIGLH RPAGSRSWRW SDGTAPRFAS 100 
Ansocalcin HAAVARFIAK FQRRE----- EEDNVWIGLH HWNQAR--VW IDGSKKRYSA 91 
Perlucin DSFIRGYATR LG-------- EAFNYWLGAS DLNIEGRWLW EGQRRMXYTN 87 
Lithostathine GAFVASLIKE SGTDD----- -- FNVWIGLH DPKKNRRWHW SSGSLVSYKS 92 
RMBP NKAIQEVAKT SA-------- -----FLGIT DEVTEGQFMY VTGGRLTYSN 74 

OC17 WHR--TAKAR RGGRCAALRD EEAFTSWAAR PCTERNAFVC KAAA 142 
Ansocalcin WD--- DDELP RGKYCTVLEG SSGFMSWEDN ACSERNPFVC KYSA 132 
Perlucin GI EHCLELRR DLGNYLWNDY QCQKPSHFI C EKER 131 
Lithostathine NPGYCVSLTS STGFQKWKDV PC DKFSFVC KFKN 13 5 
RMBP SG DCVTIVD NG---LW D SCQASHTAVC EFPA 115 

Figura 22. Alineamiento de secuencias. 
En amarillo se encuentran marcadas las seis cisteinas que forman los tres puentes 
disulfuro de la forma larga del dominio de lactina tipo-C. 
En azul se muestran los aminoácidos responsables de formar el anillo de coordinación con 
el ion Ca2

+ en la RMBP (PDB 2MSB). 

Comparación estructural con la litostatina de cálculos pancreáticos 

Los resultados de la alineación de secuencias (figura 22) muestran una identidad del 32% 

entre la litostatina (144 aminoácidos) y la OC-17 (142 aminoácidos). Sin embargo, la 

superposición de estructuras tridimensionales indican una arquitectura en común (figura 

21a), con valores de r.m.s. en la superposición de carbonos a de 0.86 A, encontrándose 

las mayores variaciones en las regiones de las asas. 

51 



52 

Juan Pablo Reyes-Grajeda Resultados y Discusión 

Asimismo, un cálculo de superficie molecular (figura 23) y potencial electrostático (figura 

24) muestran que la OC-17 se encuentra fuertemente polarizada y cargada positivamente. 

Esta gran polarización es debida al gran número de aminoácidos cargados positivamente 

que se encuentran en la OC-17 y particularmente por los 19 residuos de arginina que se 

encuentran en su secuencia. 

Figura 23. Superficie molecular de la OC-17. Las superficies cargadas negativa y 
positivamente se muestran en rojo y azul respectivamente. Cada una de las imágenes se 
encuentra girada 120° una con respecto a la otra. 

Surf 11c11 Po t en tl11 l - -=Hc._581 0 . 000 ~---

Figura 24. Potencial electrostático de la superficie molecular de la OC-17. La figura fue 
generada con GRASP (Nicholls et al. , 1993) y Raster 30. 
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Análisis de factores de temperatura (B) 

El análisis de los factores de temperatura o factores B nos provee información de la 

vibración de los átomos. Este valor debe de ser más alto en las zonas de asas y menor en 

el núcleo hidrofóbico de la proteína. Nuestro análisis corrobora esto para la proteína OC-

17 y precisamente en los aminoácidos vecinos a la zona del asa formada entre la Gly64 -

Gly68, la cual no pudo ser construida debido a la falta de densidad electrónica (figura 25), 

observándose una tendencia a aumentar el valor de los factores Ben esta zona, así como 

en otras dos asas, en la zona del amino terminal y para algunos aminoácidos con cadenas 

laterales largas como la arginina. 
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Figura 25. Factores de temperatura (B) vs número de residuo . Las flechas indican la 

región del asa Gly64-Gly68 que no pudo ser modelada. 

La estructura tridimensional de la proteína ovocleidina-17 es la primer estructura resuelta 

por difracción de rayos X de una proteína específica de la sección intramineral de 

cascarón de huevo de Gal/us gallus, y es la primera estructura de una proteína 

directamente involucrada en un proceso de biomineralización no patológico. Las 

coordenadas han sido depositadas en Protein Data Bank (PDB) con el código PDB ID: 

1GZ2. 
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SEM 

3.3 Influencia de la OC-17 sobre la cristalización del carbonato de 
calcio 

Las proteínas usadas como controles no produjeron efectos relevantes sobre la 

morfología de los cristales de carbonato de calcio, por lo que su registro microfotográfico 

no se incluye en esta tesis. 

Como se esperaba, en ausencia de la OC-17 se observaron cristales romboédricos de 

calcita (figura 26a), mientras que una fuerte agregación de cristales fue inducida por la 

presencia de la OC-17. Esta influencia fue directamente proporcional a la concentración 

de la proteína, como se muestra en la figura 26 b a i. En cuanto a su morfología, estos 

agregados cristalinos de CaC03 son muy similares a los observados en la zona mamilar 

del cascarón de huevo de Gallus gallus (figura 1 ). La fase mineral se mantiene como 

calcita dado que el hábito cristalino de la aragonita es generalmente acicular y el de la 

vaterita esferulítico. 

Figura 26. Micrografías de carbonato de calcio por SEM: (a) control , (b) 200 µg de OC-17, 
(c) 100 µg de OC-17, (d) 75 µg de OC-17, (e) 50 µg de OC-17, (f) 25 µg de OC-17, (g) 
12.5 µg de OC-17, (h) 10 µg de OC-1 7, (i) 5 µg de OC-1 7. 
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La mayor influencia sobre la morfología de los cristales de carbonato de calcio se observó 

en el intervalo de entre 200 y 12.5 µg de proteína. Estas observaciones soportan la 

hipótesis de que la OC-17 tiene cierta influencia en el control del crecimiento de los 

cristales de calcita y como consecuencia juega un papel importante en la organización 

estructural y propiedades mecánicas del cascarón de huevo. 

Microscopía de fuerza atómica (AFM) 

Los experimentos de AFM sobre la ovocleidina-17 inmovilizada sobre mica, muestran que 

ésta tiende a agregarse formando así nanoesferas (figura 27), con una distribución de 

tamaños heterogénea. 

Figura 27. Nanoesferas de OC-17 observadas mediante microscopía de fuerza atómica. 

(a) 500 x 500 nm. (b) 250 x 250 nm. 

Estas nanoesferas podrían ser las responsables de formar centros de nucleación, 

teniendo una influencia directa en el fenómeno de agregación de cristales de calcita, de 

manera similar a lo propuesto para las proteínas amelogeninas involucradas en la 

biomineralización del esmalte dental (Moradian-Oldak et al., 1998; Moradian-Oldak et al., 

2000; Fincham et al. , 1999). 
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3.4 Modelo preliminar de interacción OC17 - CaC03 

Hasta ahora no existe un modelo de interacción para interfases proteína-mineral. Sin 

embargo, se ha postulado que los aminoácidos con carga negativa y positiva 

posiblemente interactúan con los iones calcio y carbonato respectivamente, proveyendo 

de alguna manera de sitios específicos para la nucleación en los biominerales (Hare, 

1963). En el modelo propuesto para el caso de una proteína anticongelante tipo 11 

(antifreeze protein 11 = AFP 11) del pez de la familia Hemitripteridae, Hemitripterus 

americanus, cuya estructura fue resuelta por RMN (Gronwald et al. , 1998) y que tiene un 

dominio similar al de lectina tipo-C, se demostró por mutagénesis dirigida que el sitio de 

unión a hielo es diferente al sitio de unión a carbohidratos (Loewen et al., 1998), mientras 

que para otra proteína del mismo tipo (AFP 11), pero de arenque, se determinó que el sitio 

de interacción corresponde al sitio de unión a carbohidratos (Ewart et al. , 1998). 

Por otro lado, el papel que juega la proteína de cálculos pancreáticos humanos, litostatina, 

al inhibir o promover la cristalización del CaC03 es muy controvertido (Patard et al. , 2003) 

y no existe más que un modelo de interacción de un undecapéptido producto de su 

hidrólisis (Gerbaud et al. , 2000). 

Con el modelo tridimensional de la ovocleidina-17 y las coordenadas cristalográficas 

reportadas para la calcita (Effenberger et al. , 1981 }, se construyó manualmente un modelo 

preliminar de interacción. Para la construcción de este modelo se buscaron los 

aminoácidos cargados positiva y negativamente en la estructura de la OC-17 que se 

encontraran a las distancias adecuadas para interactuar ya sea con iones carbonato o 

calcio respectivamente en la red cristalina de la calcita. En esta búsqueda fue posible 

localizar una zona probable de interacción. Esta zona corresponde a la porción con carga 

negativa observada en la superficie molecular (figuras 23 y 24) de la ovocleidina-17. 

En la figura 28 se muestra la celda unitaria de la calcita en donde la distancia entre dos 

iones calcio en los ejes a y b es de 4.98 A, por lo que cada dos celdas unitarias hay dos 

iones calcio a una distancia de 9.97 A. Esta distancia es muy similar a la que se 

encuentran el Asp72 y el Glu69 (9.79 A) en la estructura de la OC-17, pudiendo 

interaccionar estos residuos con los iones calcio de los planos 100 y 01 O de la calcita . 
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Figura 28. Celda unitaria de la calcita 

Resultados y Discusión 

En la figura 29a está representada la superficie molecular de la OC-17 y la posición del 

Asp72 y el Glu69. En la figura 29b y 29c se muestra la disposición de los iones calcio de 

cuatro celdas unitarias (2 x 2 en los ejes a y b) y su posible interacción con las cadenas 

laterales de los aminoácidos Asp72 y Glu69 (en la figura 29b no se incluyeron los iones 

carbonato por claridad en la figura) . Las dos figuras se encuentran vistas desde el plano 

001 de la calcita el cual corta al eje c. 
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Plano 001 de la calcita. 

e 9.97 A 

B 

Ca2• 

Figura 29. Modelo preliminar de interacción entre la ovocleidina-17 y la red cristalina de la 

calcita. 

A 
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De ser posible esta interacción, cada 1 O celdas unitarias de calcita en el eje A o B, se 

encontraría una molécula de proteína (figura 30) . Estas proteínas podrían estar en un 

principio promoviendo la mineralización del carbonato de calcio. Extrapolando nuestro 

modelo a las posibles interacciones in vivo , la OC-17 podría estar jugando un papel 

importante en la biomineralización del cascarón de huevo. 

Sin embargo, este es un modelo preliminar que debe ser ajustado geométrica y 

energéticamente, y eventualmente validado experimentalmente. No descartándose 

tampoco la participación de otras moléculas. 

Figura 30. Posible orientación de la ovocleidina-17 en relación con la red de calcita (vista 

lateral). La superficie molecular de la OC-17 se encuentra en color rojo y azul para los 

aminoácidos con carga negativa y positiva respectivamente. 

La ausencia de una orientación cristalográfica preferencial en la zona mamilar del 

cascarón de huevo, determinada por Silyn-Roberts & Sharp (1986) mediante difracción de 

rayos X de polvos, y el modelo generalmente propuesto, en el que la nucleación de 
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cristales ocurre alrededor de esferas de origen proteico y que todos los cristales crecen 

hacia afuera de la esfera con la misma dirección cristalográfica de manera radial , puede 

explicarse en parte con nuestro modelo de interacción ovocleidina 17 - calcita. En este 

modelo, la OC-17 estaría formando parte de estas esferas (nanoesferas) controlando la 

depositación de carbonato de calcio en sitios específicos como se muestra en la figura 

31a. En la figura 31b se muestra el modelo de una nanoesfera de proteína sobre fibras de 

colágena, en donde el color rojo representa las cargas negativas expuestas para el control 

de la depositación del carbonato de calcio (basados en el modelo de las figuras 29 y 30), 

mientras que en azul se muestra el núcleo de la nanoesfera cargada positivamente. Sin 

embargo, es necesario tener evidencias experimentales que corroboren que estas 

nanoesferas pueden inducir la precipitación mineral a como lo hemos propuesto aquí. 
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a 
Exterior 

______ ....;mm:;.... _______ _..~----- Membranas 

Nucleo de proteína 

OC-17 

(colágenas) 

L----=============i Colágenas 

Cristales de 

calcita 

Figura 31. (a) Centros de nucleación compuestos por nanoesferas de OC-17. (b) Modelo 

de una nanoesfera de proteína controlando la depositación de cristales de calcita . 
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4. CONCLUSIONES GENERALES 

• De los datos de aislamiento y purificación de la ovocleid ina-17, concluimos que las 

modificaciones realizadas al protocolo descrito por Mann (1999), los cuales se 

encuentran en la sección 2.1 .1, fueron óptimas para obtener la proteína en un estado 

de gran pureza (95%). 

• De la optimización de las pruebas de cristalización, se deduce que la técnica más 

adecuada para obtener cristales de la OC-17 es la de difusión en fase vapor en gota 

sedente a una concentración de proteína de 6 mg/ml, usando como agente precipitante 

6% de PEG 4000 en amortiguador de acetatos 0.1 M pH 4.6. 

• La resolución estructural de la ovocleidina-17, la cual es la primera estructura resuelta 

de una proteína de la sección intramineral de cascarón de huevo de Gallus gallus, y la 

primer estructura de una proteína directamente involucrada en un proceso de 

biomineralización no patológico, muestra que el plegamiento general es muy similar al 

de la litostatina (1 LIT) de cálculos pancreáticos humanos, siendo las asas las partes en 

las que hay una mayor diferencia. El plegamiento corresponde a un dominio globular 

que consiste de 3 hélices y 8 hebras f3 que forman dos láminas f3 antiparalelas. De las 

hélices, dos son del tipo a y una del tipo 310 . Asimismo, en la estructura se encuentran 

tres puentes disulfuro formados entre la Cys5-Cys 16, Cys33-Cys 138, Cys 113-Cys 130, 

los cuales se encuentran incluidos en el dominio largo de lectinas tipo C. De manera 

similar a la litostatina, la ovocleidina-17 no contiene ni en secuencia ni en posición a los 

aminoácidos responsables de formar un anillo de coordinación con el ion Ca2
+ para la 

subsecuente unión a polisacáridos. 

• Las pruebas de hemoaglutinación para la detección de lectinas, las cuales fueron 

negativas para la OC-17, sugieren que esta proteína no es una lectina, tal como se 

había predicho en función de la secuencia de aminoácidos y la estructura tridimensional. 

• De los experimentos de la influencia in vitro sobre la morfología macroscópica de 

cristales de carbonato de calcio se deduce que la OC-17 tiene un papel fundamental en 

el control de la depositación mineral, pero no hay que descartar que pueden 

establecerse procesos sinérgicos de interacción in vivo . 
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• De los estudios de agregación determinados por técnicas de dispersión dinámica de luz 

(DLS), se observó que la temperatura tiene un marcado efecto sobre OC-17, lo cual 

podría ser un indicio de su estado funcional in vivo formando nanoesferas a como lo 

observamos mediante microscopía de fuerza atómica de la proteína inmovilizada sobre 

mica. 

• El modelo preliminar de interacción proteína-mineral muestra que los residuos Glu69 y 

Asp72 podrían interactuar con iones calcio cada dos celdas unitarias en el eje A y B de 

la calcita. 

• De ser posible la interacción propuesta en el modelo, esto podría explicar la ausencia de 

una dirección cristalográfica preferencial en la zona mamilar del cascarón de huevo, sin 

embargo es necesario contar con nuevas evidencias experimentales que corroboren 

esta hipótesis. 
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APÉNDICE A. ÍNDICE DE FIGURAS. 

Figura 1. Micrografía de microscopía electrónica de barrido (SEM) en vista transversal del 

cascarón de huevo de Gallus gallus. 

Figura 2. Diagrama de fases (Ostwald-Miers) . 

Figura 3. Alineación de secuencias entre la ovocleidina-17 y la litostatina de cálculos 

pancreáticos humanos. 

Figura 4. Primeros datos obtenidos con MOSFLM del autoindizado antes del afinamiento 

de la celda unitaria. 

Figura 5. Valores de Rsym para diferentes grupos espaciales trigonales y 

hexagonales. 

Figura 6. Solución dada para el reemplazo molecular con el grupo espacial P3221 por el 

programa AMORE. 

Figura 7. Sistema experimental para la síntesis de cristales de CaC03. 

Figura 8. SDS-PAGE. Gel homogéneo 15%. Proteínas intraminerales. 

Figura 9. Cromatograma del extracto intramineral usando una columna Vydac C-4 de 

HPLC fase reversa. 

Figura 10. SDS-PAGE. Gel homogéneo 20%. OC-17 purificada. 

Figura 11 . Efecto de la temperatura sobre el estado de agregación de la proteína 

ovocleid ina-17. 

Figura 12. Cristales de Ovocleidina-17. 

Figura 13. Monocristal de Ovocleidina-17. 

Figura 14. Patrón de difracción de rayos X obtenido en sincrotrón. 

Figura 15. Datos cristalográficos obtenidos en sincrotrón. 

Figura 16. Gráfica de Ramachandran de la OC-17. 

Figura 17. Representación esquemática de la estructura de la OC-17. 

Figura 18. Secuencia de aminoácidos y elementos de estructura secundaria de la OC-17. 

Figura 19. Mapa de densidad electrónica de la zona del puente disulfuro Cys5-Cys16. 

Figura 20. Mapa de densidad electrónica en la zona de la serina fosforilada (SEP61 ). 

Figura 21 . Superposición OC-17-Litostatina-RMBP. 

Figura 22. Al ineamiento de secuencias. 

Figura 23. Superficie molecular de la OC-17 en tres diferentes orientaciones. 
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Figura 24. Potencial electrostático de la superficie molecular de la OC-17. 

Figura 25. Factores de temperatura de la OC-17. 

Figura 26. Influencia de la OC-17 sobre la cristalización de CaC03. 

Figura 27. Nanoesferas de OC-17 observadas mediante microscopía de fuerza atómica. 

Figura 28. Celda unitaria de la calcita . 

Figura 29. Modelo preliminar de interacción entre la ovocleidina-17 y la calcita . 

Figura 30. Posible orientación de la ovocleidina-17 en relación con la red de calcita. 

Figura 31 . Modelo del control de la depositación de cristales de calcita sobre nanoesferas 

de proteína. 
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APÉNDICE B. Composición de las 50 condiciones experimentales del 
Hampton Research Crystal Screen 1 

Crystal Screen Reagent F ormulation 

Tlbefllmbe1 Salt Ttbe N.Jr00e1 8-• lti>eNumber Pll!cipilant 

1. 0.02 M Calcium Chloride dihydrale 1. 0.1 M SodiumAcelale lrihydrale pH 4.6 1. 30% vlv 2-Melhyl-2.4-penlanediol 
2. No ne 2. No ne 2. 0.4 M Po1ass1um Sodium Tanra1e letrahydrate 
3. Non e 3. Non e 3. 0.4 M mono-Amronium dihydrogen Phospha1e 
4. No ne 4. 0.1 M Tns Hydrochloride pH 8.5 4. 2.0 M Ammonium Suttate 
5. 02 M trr-Sod1Um Orate dihydrale 5. 0.1 M HEPES - Na pH 7.5 5. 30% vlv 2-Melhyl-2,4-penlanediol 
6. 02 M Magnestum Chloride hexahydrate 6. 0.1 M Tris Hydrochloríde pH 8.5 6. 30% wlv Polyelhylene Glycol 4000 
7. No ne 7. 0.1 M Sodium Cacodylale pH 6.5 7. 1.4 M Sodium Acetate trrhydrate 
8. 02 M trr -Sod1um Cllrale d1hydrate 8. 0.1 M SodiumCacodylale pH 6.5 8. 30% vlv 1so-Propanol 
9. 0.2 M Ammomum Aceiate 9. 0.1 M tn-Sodium Cilrate dihydrate pH 5.6 9. 30% wlv Polyelhylene Glycol 4000 
10. 0.2 M Amronium Acelate 10. 0.1 M SodiumAcelale trihydrate pH 4.6 10. 30% wlv Polyelhylene Glycol 4000 
11 . Non e 11 . 0.1 M lri-Sodium Citrate dihydrate pH 5.6 11 . 1.0 M mono-Ammonium dihydrogen Phospha1e 
12. 0.2 M Magnes1um Chlonde hexahydrate 12. 0.1 M HEPES - Na pH 7.5 12. 30% vlv iso-Propanol 
13. 0.2 M tn-Sodrum C1trate dihydrale 13. 0.1 M Tris Hydrochlonde pH 8.5 13. 30% vlv Polyelhylene Glycol 400 
14. 0.2 M Calaum Chloride dihydrale 14. 0.1 M HEPES - Na pH 7.5 14. 28% vlv Polyethylene Glycol 400 
15. 0.2 M Amronium Suttale 15. 0.1 M Sodium Cacodylate pH 6.5 15. 30% wlv Polyelhylene Glycol 8000 
16. No ne 16. 0.1 M HEPES - Na pH 7.5 16. 1.5 M l.Jlh1um Suttate monohydrate 
17. 0.2 M Lilhrum Sulfate monohydrate 17. 0.1 M Tns Hydrochloride pH 8.5 17. 30% Polyelhylene Glycol 4000 
18. 0.2 M Magnesrum Acelate telrahydrale 18. 0.1 M Sodrum Cacodylate pH 6.5 18. 20% Polyelhylene Glycol 8000 
19. 0.2 M Amronium Ace1a1e 19. 0.1 M Tris Hydrochloride pH 8.5 19. 30% vlv iso-P1opanol 
20. 0.2 M Ammonium Suttale 20. 0.1 M Soclium Ace1a1e trihydrale pH 4.6 20. 25% wlv Polyelhylenc Glycol 4000 
21. 0.2 M Magnesium Ace1a1e 1e1rahydrate 21. 0.1 M Sodium Cacodylate pH 6.5 21. 30% vlv 2-Melhyl-2,4-pcnianediol 
22. 0.2 M Sodium Ace1a1e lrihydrate 22. 0.1 M Tns Hydrochloride pH 8.5 22. 30% wlv Polyelhylene Glycol 4000 
23. 0.2 M Magnesium dlloride hexahydrale 23. 0.1 M HEPES - Na pH 7.5 23. 30% vlv Polyethylene Glycol 400 
24. 0.2 M Calcrum Chloride d1hydra1e 24. 0.1 M Soclium Aceiate lrihydrate pH 4.6 24. 20% vlv iso-Propanol 
25. No ne 25. 0.1 M lrrldazole pH 6.5 25. 1.0 M Sodium Acelate trihydrale 
26. 0.2 M Amronium Acelale 26. 0.1 M lri-Sodium Citrate dihydrale pH 5.6 26. 30 % vlv 2-Melhyl-2.4-pentanediol 
27. 0.2 M lri-Sodium Cilrale dihydrale 27. 0.1 M HEPES - Na pH 7.5 27. 20"k vlv iso-Propanol 
28. O .2 M Sodium Acetate lrihydrate 28. 0.1 M Sodium Cacodylate pH 6.5 28. 30"k wlv Polyelhylene Glycol 8000 
29. No ne 29. 0.1 M HEPES - Na pH 7.5 29. 0.8 M Potassrum Sodium Tamate telrahydrale 
30. 0.2 M Anl1llnium Suttale 30. No ne 30. 30"k wlv Polyethylene Glycol 8000 
31 . 0.2 M Anmrnium Suttate 31. No ne 31. 30"k wlv Polyelhylene Glycol 4000 
32. None 32. No ne 32. 2.0 M Amronium Suttate 
33 . No ne 33. No ne 33. 4.0 M Sodium Formate 
34. No ne 34. 0.1 M SodJum Aceiate lrihydrate pH 4.6 34. 2.0 M Sod1um Formate 
35. No ne 35. 0.1 M HEPES - Na pH 7.5 35. 0.8 M mono-Sodium dihydrogen phosphate 

0.8 M mono-Potassium dihydrogen phosphate 
36. No ne 36. 0.1 M Tris Hydrochloride pH 8.5 36. 8% wlv Polyelhylene Glycol 8000 
37. No ne 37. 0.1 M SodiumAcetate lrihydrate pH 4.6 37. 8% wlv Polyelhylene Glycol 4000 
38. No ne 38. 0.1 M HEPES - Na pH 7.5 38. 1 .4 M ln-Sodrum carate dihydrate 
39. No ne 39. 0.1 M HE PES - Na pH 7.5 39. 2% vlv Polyelhylene Glycol 400, 2.0 M Ammonium Sulfale 
40. No ne 40. 0.1 M lri-Sodium CilJate dihydrale pH 5.6 40. 20% vlv iso-Propanol, 20% wlv Polyelhylene Glycol 4000 
41 . None 41. 0.1 M HEPES - Na pH 7.5 41 . 10"k vlv 1so-Propanol, 20"k wlv Polyethylene Glycol 4000 
42. O.OS M mono-Potassrum dihydrogen Phosphale 42. No ne 42. 20% wlv Polyelhylene Glycol 8000 
43. No ne 43. Non e 43. 30% wlv Polyelhylene Glycol 1500 
44 . No ne 44. No ne 44. 02 M Magnesrum F ormale 
45. 0.2 M Zinc Acelale dihydrate 45. 0.1 M Sodium Cacodylate pH 6.5 45. 18% wlv Polyelhylene Glycol 8000 
46. 0.2 M CalaumAcelate hydrate 46. 0.1 M Sodium Cacodylate pH 6.5 46. 18% wlv Polyelhylene Glycol 8000 
47. No ne 47. 0.1 M SocliumAcetale trihydiate pH 4.6 47. 2.0 M Ammonium Sultate 
48. No ne 48. 0.1 M Tris Hydrochloride pH 8.5 48. 2.0 M mono-Ammornum dihydrogen Phosphate 
49. 1.0 M Lahium Sulfale monohydrale 49. No ne 49. 2% wlv Polyelhylene Glycol 8000 
50. 0.5 M Lallium Sulfale monohydrate 50. No ne 50. 15% wlv Polyelhylene Glycol 8000 

1 BuffwpH is lhJ!ofa1.0Mstock(Yiof'7dih1ionlflilh 

Oih6' ra4gert COt1fXXJedS. pH wdh 1-CI a NBOH. 
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CRYST ALLIZA TION AND PRELIMINAR Y X-RA Y ANALYSIS 
OF OVOCLEIDIN-17 A MAJOR PROTEIN OF THE Gallus gallus 

EGGSHELL CALCIFIED LA VER 

1Juan Pablo Reyes-Grajitda, 'David J'urecui-Zúftiga, 1Adela Rodrlgutt-Romero, 1AlejHdra Heraández
Santoyo, 2Vlctor M. BolH01-Gareia Hd Abel Moreno' 

Departamento de Bioquímica. Instituto de Qufmica U.N.A.M. Circuito Exterior. C.U. México, D.F. 04510 
Mexico. 2 Dcpartament of8iochemi51Jy, Cambridge Univcrsicy CB2 IGA. Cambridge. UK. 

Abttrad: In this work. wc repon the crystalli1.a1ion of ovocleidin-17. thc major protein of the avian eggshell 
calcified layer and the preliminary X-ray charactcrimtion of this soluble protein which is implied into thc 
CaCOJ fonnation of the cggshell in avians. Cryslals belong to one of thc irigonal spacc eroup PJ with ccll 
dimensions a• I>"' 59.53 A ande = 83.33 Á. and a=p= 90º and y=l 20º. Crystals diffract up to 3.0 A. 

INTRODUCTION 

Thc avian cgg.~hcll acts os a mineral coat prolectant of many species. From the evolutionary vicwpoint 

the cggshell no1 only protccts the embryo against microorganisms bul also conuols the dosc of water. gases and 

the ionic exchange as well us thc colcium provision for the a~ian skeleton fonnation f1 1. The eggshell as a 

natural nanocompositc material is obtained in lcss !han 24 hours [21. In tcrms of the biomineralization 

phenomena. thc knowledge ahoul thc ultrastructure of thc cggshcll is a quite inttresting task for undcrstanding 

the or¡¡anic-inorganic intcractions in living organisms. Thc knowlcd¡c of the stru<:ture-function rclationship is 

essential from the bio!ogical point of view in order to understand fundamental evolutionary aspects of mineral 

coals prolcctanls in general and of ovoclcidin-17. in particular. Moreover. basecl on lhis knowlcdge. it migh1 be 

possib!e to better design stratcgies to preserve species that face risk of extinction. 

In avian cggshells. there are several specific protcins of thc inrra-mincral companmenL including 

ovnc!cidin-17. which is the major soluble protein ofthe calcilicd !ayer. h consists of 142 amioo acids residucs 

including two phosphorilatcd serines. The sequcncc of this protein reportcd by Mann and Sicdler shows a single 

C-type lectin-like domain (CTl.D). We have also dctennined lhat lhis protein contains 30 % of scructural 

simi larity with !itostarinc that is implied in lhe pancreas stones d!seasc [3 ). In this work. we repon the 
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cry~ulliza1ion oí lhc prmcin ovoc leidin-17 from !he inlra-mincral pan oí !he cggshcll calcified laycr in (jo//us 

gatlu.f and ÍIS prcliminary X-ray nnn lysis. 

MATERIALS AND METHODS 

Protein purification was done essenlially as dcscribcd by Mann and Sicdlcr [J J. 1\11 ~1eps in 1he 

purification schemc wcrc done al 4 ºC Eightt.-en not íenili7.ed eggs from Gotlus gallus were properly washed 10 

rcrnovc thc intemal content. The membranc and lhc cu1iclc wcrc removed after trcatment using a 5% (w/v) 

EDTA {Aldrich 10. 631 -J) solution for JO minules and clean eggshells were ground. Then a ll biological 

macromoleculcs wcre ex lracted from thc mineral powder using a solution 20% (v/v) acclic acid (S igma A-6283) 

(J O mi liliters of acetic acid per gram wcre added 10 1he eggshell powder). The solu1ion was kept and stirred 

during 24 h. The extrae! was centrifüged at 22. J 00 x g for 90 minutes. The supemalllllt "'ª' dialized against 5 x 

JO volumes of acetic acid (5% v/v) containing 5 mM EOTA and 0.025% (w/v) sodium azide. To prccipitate all 

proteins. ammonium sullalc (Sigma 1\-6387) was added to sa1urdle the dializcd solu1ion. Afler 24 h. 1he 

solu1ion was ccmriíugo:d al 64.500 x J( during 50 minutes. The supcmatant ,.,...ds di,;cankd. and 1h.: pellet was 

resuspended and dializcd agains1 10% (v/ v) ocetic acid in order 10 rcmovc 1hc ammonium sulfate. Thc resuh ing 

solu1ion was centrifuged al 29,500 x g during 5 minutes and !he supematant solution was fih~rcd using PVDF 

fihers of 0.2 µm . The solulion was then injectcd 10 a Vydac C4 HPLC rever.;e phase column (50 X 4.6 mm) and 

elu1ed using a gradient ofoce1onitrile (30 to 70 o/o) with 0.1 o/o (v/v) TFA for 10 minu1es ata ratc Jlow oíU.5 

mllmin. The molecular weight of lhe prolein w~ 17.000 as dctcnnin~-d by :-;p:-;.pl\Ci l·:. Nev~dess, using !he 

~mino acid sequencc of thc prolein. a molecular weight va lue or 15.300 WllS ob1aincd 14 J. Mann and Si..-dler 

rcpor1"'1 !he sequence and the molecular wcighl of 1his ¡m>tein by using mass spec1romeuy giving a value of 

15.454. A biophysical charac1eriza1ion oí thc molecular wcight oí lhc protein solution u.'ing dynamic ligh1 

scauering mcthods was done as dcscribed in reterence 15 J. This discrcpancy fou nd in Lhc MW dc1errnina1iun by 

SDS-PAGE of ovoclcidin- 17 compared 10 mass spcctrometry. !he amino ocid scquence of lltis prolcin. and our 

biuphysical determination by dynamic lighl scallcrin~ mclhods could be explaim~d from 1he basis of thc 

transpon phcnomena eithcr in solu1ion or in gel media Any protcin in solution bchavcs diffcrcnl. bascd on iis 

movility ond diffusi1ivy propcrtics. than into a porous material (SDS-PAGE. us ing polyacry lamidc"s gel). In 

,¡ncral mc1hods. ll1c M \V is de1ermined by 1he use of diffusion cocfficicn1s and thc Siokes-Einstein equa1ion. So 

that. il is plausible to express tha1 1he molecular weight de1crminn1ion by mass spcctrometry and Lhc amino acid 

sequencc is usually recommendcd llS 1hc mos1 precise de1em1ina1ion for biochcmical and biophys irnl 

calcula1ions. 

On 1he 01hcr hand. crystals suilable for X-ray analysis were obia incd by 1hc siuing-drop rnpor dillusion 

method l6J . Five microli1ers oí frcsh ly purilicd protein solulion al a concen1ration of 12.5 mglml. wcrc mixed 

wilh 5 microlitcrs of rcscrvoir solulion containing 0.1 M a Acc1a1c buffer pll 4.6. 8% (w/v) PEG 4000 

IReagent 37. Hamplon Rescorch KIT 1): crysta ls arpc:arcd aft~r 10 10 20 days a1 4°C. The crystals obtaincd 
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diffractcd up to 3.0 A using a Rigaku rotaling anode gencrator (IOOkV, 50 mA) andan R-Axis IIC imaging 

plate detector ata crystal/detector distance of 100 mm., 31 frames of 45 min were collectcd using an oscillation 

rangc of 2°, and the raw data were processed using the Biotex rtogram. Additionally. the DENZO Program [81 

and CC P4 (9] were also uscd 10 reduce the data. 

RESUL TS AND DISCUSSION 

Under thc conditions describcd abovc. suitable crystals for X-ray analysis werc obtained (Figure 1 ). Thc 

crystals bclong to the trigonal space group P3 with cell dimensions a = b = 59.53Á, e - 83.33Á anda = p • 90" 

and y • 120º . On thc basis ofthe space group and unit cell volume. therc werc six asymmetric units per cell. The 

sin: of the crystals was 0.2 x 0.05 x 0.05 mm. The amount of solvent in thc crystal was determincd by the 

Manhcws fonnula (7). For this calculalion a molecular wcigbt of 15.454 was considere<!. Wc detcnnined the 

same molecular weight by means of light scattering techniqucs using thc Kra10ehvil"s equation and the 10tal 

intensity lighi sca!tcring (TILS) mcthod using !he DYNAMICS software provided by Protein Solutions Co. (5(. 

Where V., = V cetl / (MW Z) and where, V" " = volume of the unit cell (Á '). and Z = numbcr of the asymmetric 

units per unit cell. For thc space group P3. Z and MW = 15,454. Thc amount of the protein in thc crystal is 

thercfore 255,743 Al¡ (15,454 x 6). V., =2.76. V,._. = 1.23 I 2.76 = 0.446. In conscqucncc. the volume of 

solvent is 55 .4 %. 

Figure t. Crystal of ovocleidin-17 from Gallus gal/us cggshell grown at 4ºC in 8 % (vlv) PEG 4000. pH 4.6. 
Trigonal crystal as dcscribcd in thc tcxt was 0.2 x 0.05 x 0.05 mm. Bar scalc corresponds 10 0.1 mm. 

Statistics on the coUection of thc diffraction data are givcn in the ncxt table. 
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Table l . Data Collection Statistics of ovoclcidin-17 from Gollus gallus cggshcll 

Spacc group P3 

Unit cell paramelers a=b= 59.53, e= 83.33. a=~ =90º 1 

= 120º 

Resolution limit (Á) 3.0 

Specific volume 2.76 

Number of Asymmetric units 6 

Number of total reílcctions 29.400 

Numbcr of un.ique reílections 6,425 

Compleuiess (%) 91.9 

R""",(%) 17.7 

Rmagc = :!: hkl 1 1 - < 1 > 1 1 :!: l. the inner swrunation is ovcr dupiicatcd reílections. the outcr is over unique 

rcílcctions. and the nominator is summarized over all reílections. 

A preliminary analysis based on synchrot.ron radiation Wllli wso carried out. Crystals werc shooted using 

a wavelength of 0.934 A (ADSC Q4R CCD detector) (ESRF. Grenoble Station JD14-Ell l ). Maximal rcsolution 

was 3.0 A. Although, we obtained poor dilTraction quality from ali our protein crystals. it was possible to obtain 

the prcliminary X-ray charncterization and the crysuil symmetry . This poor diffraction dala acquis ilion was duc 

to thc fact that all crystals were extremclly thin and small. Optimization of conditions for growing bcncr 

crystals for X-ray analysis at cryogcnic conditions is undcrway. This optimization will allow us to determine 

thc three dimensional structurc of ovocleidin-17. The 30 struclure of thjs protein. as thc first majar intra

mineral crystalli7.ed protein of the avian eggshells calcificd layer. undoubtedly will highlight valuablc 

inforrnation aboul the mcchanism involvcd in natural ocurring biomineralization. On the other hand, crystal 

modeling coupled with atomic force microscopy will perrnit us to determine the spccific crystallographic faces 

that are modificd by the prescnce of this protein during the eggshell formation. This will allow us to proposc a 

theoretical model for explwiing how this protein is taki ng place into the mcchanisms of nucleation and crystal 

~rowth phcnomena of CaCOi biomincralization in naturc. 
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Crysral Structure ofOvocleidin-17 

Summary 

Ovoclcidin-17(OC17) from Gallus gnllus is onc of thc bc.~t candidnrcs to control and regula te 

thc deposition of calcium carbonate in the calcified eggshell layer. Here, the crystal structurc 

of mooomeric OC- 17, determined ata rcsolution of 1.5 A, was rcfincd to a crystallogrnphic 

R-factor of 20.1 %. This is thc fm;t pro lein dirt.'Ctly involvcd in a non-pathological 

biomineralization process resolved by x-ray diffi-action to date. The proteio has a mixed a/~ 

structurc containing a single C-type lectin-like domain. Howcvcr, although OC-17 sban.'S thc 

conscrvcd scafiold ofthc C-type lcclins, it does not bind enrbohydrat'-'S. everthclcss, in vitro 

OC-17 modifies the crystalline habit of calcium carbonate (CaC03) and the panem of crystal 

growth at intervals of 5 to 200 µg/ml. Determioing the 3D structure of OC-17 contributes to a 

bcttcr undcrstanding of 1hc biological bchavior of stmclurnlly rcla1cd biomolcculcs and of thc 

meehanisms involved in eggsbeU and other mineralization process. 

KeJ•Words: Biomineralization ; Eggshell ; C-type lectin-like proteins; OC I 7; calcium 

carbonare. 
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Crystal Structure ofOvoeleidin-J 7 

Inlrodudion 

The avian eggshell is a highly ordered nanocomposite structure that is deposited in an 

acellular mmeu. Ir i secreled by the di 131 par! ofthe oviduCl, rhe uterus and isthmus, and it 

is in the latier lhat lhe hUler and lhe outer shell membranes are produced ( 1). During lhcir 

transition in rhe isthmus (tubular shell gland) and the merus, spherulitic crysml growrll is 

iniliated by the deposition of calciulll carbonate onto speeific-protein aggregates tbal are UH: 

preeursors ofthe mammillary knobs (2). lndeed, sorne oflbe DIOSI importanl macromolccules 

tbat regulate !he nuelealion and erystal growlb of ealeite are preselll in lbese knobs. 

ThereaJlcr, \he bulk 01' \he ealeite is deposiled in lbe ulerus, a proeess \hal is conlrolk'<l by 

compctilive cryslal growth and that gives rise lo the cone and palisade layers (3). As a resull 

rwo preferred crystallograpbie orientations are gener1lled and !har reaeh a maxilllulll towards 

lhe surface ofthe palisade layer (4). 

A complex aTrdy ofproteins cxiSls in !he ulerine fluid sud eggsbell extrael of Golllls ga1f1l5. 

While one faroily of matrix proteills corresponds to !he egg wbite proteius: Iysozyme (14.4 

kDa),ovotran ferrin (78 kDa) and ovoalbumin (43 kDa; 5, 6), another group of proteins in 

LIle eggshell are LIle bolle matrix proleins OSI<:opolllin and sialoprolein (7). I-ilUJlly, Ihe LIlird 

group of proleins Iba! are specifieally lound in Ibe ulerus illcludes lhe ovocleidins and 

ovocalyxins. Indeed, Ovocleidi n-11 6 has been cloned and correspond~ lO the core protein of 

a11 cggshell dcrmalan sulfate proleoglyean (8). 

The iUlramineral protein Ovocleidin-17 (OC]7) is au abundan! componelll of tbe soluble 

traction and it is also glycosylared (OC23; 9). This prOlein can be obtained by acidic 

extraclion of the Gallus gallus egll-shell and when sequenced ir was shown 10 contain 142 

amino acids including I wo pbosphorylalcd serim:s (10). Based on \his aroino acid seqUCllC":, 

OC I7 was seen lO conrain a C-type lectin-like domain (CTLD; 11), similar to lithostathine in 

human pancreal ic Slones (12) and perlucin of lhe nacr~ous layer of Ha/iolis loevig lllQ shell 
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( 13, 14). Notably, ali these CTLD containing proteins are associated with the mineral phase 

of calcium carbonate. 

OCl 7 is the major protein component ofthe eggshell matrix and one ofthe best candidates to 

regulate mineral deposition. However, the binding of carbohydrates in a Ca2
- dependent 

mtuui.er typical of C-type lectins has 1101 been anributed to this prorein. OCl 7 is remarlcable 

wcll conservetl in tbc cgg.~hcll malrix of a numbcr of avian spccics, suggcsting lhal il plays a 

fundamental role in the process of eggsbell formation ( 15). lndeed, a specific antisemm 

againsl OCl7 shows lhat il is present in lhe mammillary knobs and palis:ide !ayer, as wcll as 

in thc tabular glnnd cclls oftbe shcll gland ( 16}. 

Our aim is to gain a bener understanding of the mechanisrns underlying che phenomena of 

CaC03 biomincralization, which may be useful whcn considcring lheir possiblc biomimctical 

applicalions. With this in mind, wc havc ccntercd our cffons on studying lhc protcins that 

play an imponant role in crystal growth duri.ng the eggsbell formation. Here, for tbe first time 

we describe the three-dimensional structure of a non-patbological protein involved in a 

biomi.ncralization proccss, OC- 17. ln addition, wc dcvclop a preliminary model of lhc 

protein-calcire intemction based on our SEM and A.FM observations. 
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Crystal Strucnrre ofOvocleidin-17 

Experimental procedures 

Crystallization .nd D11ta Colledion 

Ovoclcidín-17 wus puri licd und crystulliz{.'tl as dcscribcd by Reyes-Grujcdu eJ al. ( 17). 

Crysta ls ofOC-17 were grown al 4º C by silling dropkl vapor diffüsion. Thc prolcin solution, 

5 µl of 6 mg mr1
, was addcd Lo 5 µJ of n.-scrvoir buffer (6% (w/v) PEG 4000, 0.1 M Na 

Acetate, pH 4.6) and the droplets were equi librated with J ml of reservoir buffer. Crystals 

grew over 10 to 20 days, reaching maxinmm dimensions of0.2 x 0 .05 x 0.05 mm. 

A complete duta set was collccted from a single cryslul al a resolution of 1.5 A al the ESRF 

beamline BM 14$ (Grenoble, Frunce) with a MarCCD detector system, using a crystal to 

detec1or distance of 80 mm and a waveleng1h of 0.97 A. Ali data were integrated using ihe 

MOSFLM progrJm (18) and tben reduccd with SCALE and TRUNCATE (19), yícldíng a 

uniquc daw sel of 26,123 rcfl.cctions wilh a Rm•~ factor of 6.3%. Thc cryslals belongcd to 

the P322 I space group with one monomer per asymmetric unil, corresponding 10 a 45% (v/v) 

solvent conlent. The data collection paramctcrs and statislics are prescntcd in Table 1. 

Stracture dctenuination and refinemeat 

The structure of lhe na ti ve OC 17 crystal was sol ved by molecular n.-placemenl wilh AMoRe 

(20) using dala up lo 3.5 A. 'fbc search moclel was dcrived from thc human pimercutic stoncs 

lithostathine (l lit) al 1.55 A resolution. ll1e rotational search showed 1wo solulions with 

rclulive!y low corrclation values of2.8 and 2.4 cr. A translational scarch and rigid body fitting 

for these two solutions produced a correlation value of 0.28 (R-value of 48.1%) over 0.15 for 

the nexl highest peak. This solution was applied to thc model and the resulting co-ordinates 

wcre then uscd for refincmcnt. The initial modcl, oricntcd and positioncd according to thc 

molecular replacement solution, was examineci using the program TURBO/FROOO (2 1 ). 
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To improve the model, row1ds of model building and iteralive simulated annealing were 

performed using torsiou angle dyuamics (startiug at T =5000 K with a cooling rate of 50 K per 

cycle), energy minimization and B-factor refinement using CNS tasks (22). At this point the 

model still had ambiguous zones (R""'t 41.2%; Rfree 46.6%; with approximately 10% of 

reflections in tite test set for cross validation). The refmement staned ata resolution of2.5 A 

wilh lcmpera1ure factors for ali aloms sel to 20 A2. By increasing thc resolution stepwise, thc 

model was refined to a resolution of 1.5 A. The combination of crystallographic refinement 

and model building improvcd lhc inüial modcl , solving thc ambiguiti<.'S. Water molecu.les 

wcre automatically inscned using C S and accepted if thc com,--sponding F0-F. dcnsity map 

was at least 3.0CJ and the geometric requirements for hydrogen bonding were fulfilled. 

Finally, onc phosphate group was modclcd and refincd to fit thc. c,.;tra clectron den.sil y found 

in thc vicinity of Scr6l. The crystallographic R-factor of !he model is 20.1% for ali unique 

reflections at 1.5 A resolurion (Rrree = 2 l.8%). 

Crystal Gnm·1h Experiments 

Crysrallization experiments were carried out at 18ºC inside an ad /l(x: designed chamber for 

thc synthesis of CaCOJ crystals. This system maintnins the same C02 vapor pressure 

gcnerated by the dccomposition of ammonium carbonate (25mM). Tbe chamber is composed 

of a dual-glass Petri dish in which one of the wmpartments holds severa! glass coverslips 

onto which the OC 17 could be poured. Tn ali the experiments the concentration of CaCl2 was 

0.1 M in a volume of 50 µl. For cacb cxpcrimcnt, diITcrent conccntrntions of OC 17 wcrc 

added to the droplet (5 to 200µglml) . After 3 days the crystals were rinsed with Milli-Q 

water, air-dried aud prepared for a SEM-EDS analysis using JEOL JSM9000 LV scanu.ing 

electron microscopy at 20Kv. 
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Alomic force microscopy sludies 011 OC17 11auosphe.-es. 

Snmplcs for tnpping mode ntomic force microscopy were prepared by adsorbing severa! 

microlitcrs of pro1ein solution (l ~tg/ml) al room lempcrnture onlo frcshly dcavc<l mica. The 

surface was then lightly rinsed with double distilled water and dried at room temperature. A 

anosco¡x,"-lJla from DIGITAL lnstrume111s was uscd for a1omic force microscopy {AfM) 

acquisition. The AfM images were obtained in tapping-mocle at room tempemture in air al a 

scanning r.1tc of 1.0 Hz for a rauge of rcsolu1ious. Thc installed NwioScopc Software 

(Vcrsion 4.42r7} was used lo produce thrcc-dimcusioual color graphics. 
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Slncture delermination 

Crystal Structure ofOvocleidin-17 

We firsr established conditions that yielded crystals of ovocleidin-17(OC17) that belonged to 

the trigonal space group P3221 (a = 58.26 A ami e = 82.46 Á), witb oue molecule in tbe 

asymmelric unil. These crystals were uscd lo solvc the slructurc by molecular replacemcnl 

using tbe previously reporte<! litbostatbine strucrure as a search probe (12). In tbe final model, 

the first threc N-tcrminal rnsidues Aspl , Pro2 and Asp3 werc ill dclincd and wcrc thcrcforc 

not incorporated iuto tbe model. ln additiou, tbe side chains al tbe surfacc loop Gly64-Gly68 

were also poorly detined in the electron density maps. everrheless, tbe root mean square 

(r.m.s.) dcvialions were 0.005 A from lhe ideal bomi lcnglhs and 1.3 clcgrces from the ideal 

bond angles. Calculations witb !he program PROCllECK (23) indicatcd tbat almos! all 

residues (93.6%) in the asyrnmetric unit were located in the most favorable reg.ious, witb 

none of the residues in thc disallowed regions. The data collection and retinement statistics 

are listcd in Table 1. 

Thc crystallizcd OCl7 is 142 amino acids in lcngth and coutains a single C-typc lcctin-like 

domuin (24) of 46 x 44 x 38 A (Fig. 1). Tbe general topology is lhat of a mixed aJl3 siruclure, 

which is comprised o f three a-helices and eight 13-stranci~, the Latter being clustered in two 

oppositcly oriented antiparallcl 13-shects (13 l-j32-j38-133 and 135-134-136-137). Thc structurc 

can be divided into two parrs: a lower part of the molecule contaiuing tbe two major helices 

al and a2, which are orieutcd perpendicular lo one anothcr and surround lhc four 13-strands 

(pi, p2, 138 and 133). The upper half includes the second four-stranded (P5--fl4-136-137) 13-

shcel with a short 3 10 bclix connccting slrauds f35 and f36. Tbe OCl7 stmcturc is furtbcr 

stabilizcd by tltree disulphide bridges (Fig. 2A), which are conservo;.-d in lhc long-form C-lypc 
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lectins Q1ttp://us.expasv.org/cgi-bin/prosite-search-ac?PDOC00537). Thus, in the lower half 

of Lhe molccule, Lhc Cys5-Cys16 bridge connecls lhc loop preccding strand PI wilh lhe N 

tenninus of the pz strand, while the other disulpbide bond (Cys33-Cys138) joins al 10 P8. In 

the top half of the molecule, a disulphide bridge between Cys l 13-Cysl30 crosslinks strand 

P6 to tbe prcccding P8 loop. 

Givcn tbat tbc major form of ovoclcidin (OC I 7) is a phosphoprotein wilh two pbosphorylated 

serines (Ser61 and Ser67; 10), tbe pbospboryl group density observed in tbe vicinity of Ser61 

was not unexpcctcd. SlrUclurally, lhc el..,'Ctron <lensily was unambiguously pinpoinle<l lo a 

covalcnUy at!achcd, letrabcdrally componcnl (Fig. 2B). PhosphoScr6 l is locatcd al tbe C

terminnl end of the CL2-helix in the loop connecting a-2 with J3-4 in thc lower lobe of the 

structurc. Howcvcr, it wus nol possible lo model tbc polcntial phosphorylation at Scr67 duc to 

a disordcrcd rcgion in Lhc cryswl s1ruc1ure. Thc pbosphoryl group 111 Scr6 I might interacl 

specificnlly with Cn2
- ions. However, when we soaked OC 17 crystnls in a solution of calcium 

chloride in order lo determine specilic binding si les, we do not lind any changes in densily 

tbut mighl corrcspond to tbc unachmcnt ofCu2~ ions in o F0-F0 clccrron dcasily mup. lt is 

possible tbat tbe chemical affinity of OC 17 is more specific to carbonate than Ca2
-+ ions, but 

this hypothesis remains to be tested. 

Str•ctural relatiouhip with othcr C-Typc Lectin Domains (CTIJDs) 

'Jbe scqucncc of OC! 7 was aligncd with scvcral protcins associatcd witb crystal growtb in a 

mineral phase, as well as witb tbe rat marmose-binding protein (RMBP) Uiat is the prolotype 

of lhe C-lypc lcctin fold (Table 2). RMBP wus lhc only prolcin belonging lo tbc short C-lypc 

lectin domain with 2 disulphide bridges (as shown in Table 2). In RMBP, the carbohydraie 

recoguition domain (CDR) consists of a compactly folded region that conta.i.t1s a series of 

loops stabilized by two Ca2
+ ions. Carbohydrate binding occurs direclly and is coordinated by 

one oftbe Ca2
' ions designa1ed as the principal calcium. l111eractions with several side-chains 
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via hydrogen bonds produces a structure that selecrively binds Ca2
+ , thereby forming an 

intimately linked ternary complex of protein, Ca2+ and sugar (25). However, OC l 7 and 

lithostathine do not conserve the residues implicated in the association ~~th Ca2 
... Thus, as a 

consequence of both sequence and structural differences, the calcium-binding sites in the 

maimose-binding protein are not present in either OCl 7 or lithostathine. fndeed, the failure ro 

bind to carbohydrates was demonstrated by means of hemagglutination assays. 

When the structure of0Cl 7 was analyzed, the potential calcium-binding site in the 310 helix 

rcgion, corresponding to residues Ala 105 to Arg 109, was seen to be highly positive charged. 

This implies that the putalive calcium-binding site is lost as a result of repulsive forces, 

thereby preventing the biorling of carbobydrates. Unlike lithosratbine, the sequence homology 

between OC l 7 and RMBP is very low in this region. Nevertheless, although the sequence 

idcntity of 32 % betwecn the pancreatic inhibitor of stone forma tion (lithostathine) and OCl 7 

is relatively Jow, they sbare a common tertiary arcbitecture (Fig. 3) with an r.m.s. deviation 

for ali the Ca atoms of 0.86 A. The main structural vanab11ity was found in the regions ofthe 

loops and rums. Until now, the tn1ctural data available for this large family has demonstrated 

a common scaffold witb a variety of functions in the CTLD fold, whicb can bind 

carbohydrates, proteins and inorgnnic substrates (24). Hence the familia! relationships 

regarding protcin folding may result from convergen! evolution and may reflect the 

specificity for certain minerals and biocomposi tes. 

Surf11ce foaluces and medumistic implications 

The electrostatic potential on the surface of OC I 7 reveals a regular distribution of charged 

residues and a particularly eye-catching feature is the high degree of polruiz.ation at the top of 

the molecu1e (Fig. 4A}. Accordingly, on one side of the OC 17 molecule, the surface of the 

protein presents an extended solvent-exposed basic stretch including seventeen of the 2 1 

basic residues. The concentration of the positive charge in OC L 7 is distributed mostly in a 
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pseudo rfog around the molecule, witb the greate t extension at the top. This can be seen in a 

close-up view of successive rotating images of the electrostatic cbarges in three consecutive 

position (rotating 120° each; Fig. 4B). Accordingly, this charge distribut ion intuitívely 

implies the binding of the calcite ionic crystal surface througb a periodic array of local 

binding sites for ions of opposite charge. Tlús assumptiou is reinforced by the foct that 

solvent-cxposed rcsidues are conserve<l, as depicted in Figun: 4B, maiuly clustered at tbe top 

part of the molecule. The higbly degree of polarization coupled to a unique array of positive 

charges on its surface strongly supports the idea thal binding could be dirccte<l tlrrougb thc 

interaction witb carbonate ions. Jntercstingly, li lhostatbine has bcen implicated in thc 

inhibiúon of the growth aud uucleation of calcium carbonate crystals ( 12, 26) and shows a 

highly acidic polarizcd surfacc clistribution (Fig. 5). In twn, thcse subllc diifcrences in thc 

location of surface residues may explain thc fünctional differeuces ~twecn OCJ7 and 

lithostathine despite the presence of a conserved C-type lectin domain scaffold. 

Prolein-Ccystal iotenction. A prcliminacy model 

The influence of the purified OC 17 upan calci te crystallization was also investigated i11 vitro 

and some of the more representative calcite crystal structure forme<l in the presencc of the 

OCI 7 are shown in Figure 6. A expccted, the common rlmmbohedrnl babit of calcite cry Uils 

was obseived in the absence ofthe protem (Fig. 6A). However, in the presence of OC I 7 tlJere 

was a strong aggregution of culcite crystals in a concx,"lltration dependen! nllllll1er, similar lo 

that observed in the mammillary zone ofthc Gallus gafl11s cggshell (Fig. 6B). lndeed, tbe fact 

that OC 17 is fowid in the mammillary knob, could cxplain the aggrcgatiou of calcite crystals 

in the presence of OCJ7 in vitro. Using AFM lecbniques, we showed the aggregation of !he 

protcin into nano~'Pbercs (Fig. 7) might promote the fonnaúon of nucleation centers that 

would directly influence the uggregation of calcitc crystals. This is a simi lar phenomenon lo 
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the model proposed for the amelogenin proteins involved in the biomineralization of dental 

enamel (27, 28). 

Due to the large extent of the surface of OC 17 that is positively charged and tbe aggregates 

that tend to forro, it may be possible tbnt lnrge surfoces are exposes to internctions witb 

carbonate ions or with spccific crystal lattices of calcitc. Hence, we propose a preliminary 

CaCOJ protein-CaC03 interaction mod.el, where nanospheres are responsible fer lhe control 

and nucleation of crystals. However, we cannot discard the in fluence of synergistic 

interactions and other macromolecular constituents, although this would have to be tested in 

order to fully understand the process of eggshell biomineralization and draw inferences 

regarding the function of similar proteins in othcr biological y tems. 

Conduding Rrmarks 

It is becoming very important to search for new strntegies to understnnd the mechanisms and 

the biomolccules that are involved in the crystallization process of the eggshell formalion. 

The impl ications of this knowledge are importan! from the biomedical point of view as they 

can be extended to proc sses a critica! as lhe formaliou of pancreatic and kidncy slones, as 

well as arterial calci fica tion and cardiovascular diseasc. On the basis o í tbe infonuation that 

we have so far gleaned, certain aspec!E of rhe mechanism involved can be inferred. We now 

íntend to focus our nttention on characterizing those genes involved in regulating the 

ex.prcssion of OCI 7 and other proteins related to the biomineralization of calcite in eggshells. 

With this information, the existence of these genes in dil.Terent avían specics can be 

determined, not only to understand their evolution but also, roupled to what we already 

know, to draw sorne correlation between structure, fwiction and evolu.tion. 
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Prolei11 Data Ba11k ª"-cessio1111uwbers 

The coordinares for the final rnodel have been deposited ü1 the Protein Data Bank under tbe 

lD codc 1GZ2. 
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Figure Legends 

Figure l. Ribbon representation of OC L 7 howing the secondary structural elements. The 

Gly64-Gly6& loop in green, belongs to a flexible zone where no electron dellSity was 

observcd The figure was prepared with PyMol (29) 

Figure 2. (A) 2F0-F e electron density map of the Cys5-Cys 16 disulphide bridge, contoured at 

l.Oo, at a resolution of L.5Á. '11le figure was drawn wilb TURBO/FRODO (21}. (B) Final 

refined 2F.-Fe electron density contoured at l.Ocr, around Ser6l ata resolution of l.5Á. "!be 

red sphere represenrs a water molecule. 

Figure 3. Superimpo ilion ofthe OCl 7 (red} and lilhostuthine (yellow) structures, as wcll as 

!he rat ma11n ose binding protein (green}, with !he bound metal Ca2~ ion (blue sphere) in 

RMBP shown . The figure was generated by PyMol (29). 

Figure 4. Rcpresentation of the electrostntic surface charge of OC17 with positive charges 

shown as blue and negative charge in red. (A) electrostatic poieutial showing the highly 

polarized surface (B) close-up view of the relative spatial orientation relative to the main 

view in (A). The figure was prepared with GRASP (30) and Raster 3D (31 }. 

Figure S. Surfacc electrostatic represcntation of lithostathine (12} showing the same relative 

orientation as i11 Figure 4(A). 

Figure 6. SEM images of calcite: (a) control, (b) witb 200 ~tg of OCl 7, (e) 100 µg of OCI 7, 

(d) 50 µg ofOCl 7, and (e) 5 ~tg of OCl 7. 

Figure 7. Three-dimensional view of atomic force micrographs obtained in tapping mode in 

air of0Cl7 adsorbed onto a mica surface. (a} 500 by 500 nm field (b) 250 by 250 nm field. 
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Table l . Data coll~tiun aad refmewe11t sta tistics 

SpuceGroup 
Unit cell pnramete:rs (Á) 

llcsolution limit (A) 

Specific volume 
Number ofmolecules in the nsymmettic unit 

Number ofllllÍque refleclions 

C<>mplctencss (%, last shell) 

R-· 
Crystallo¡:r11pbic rdiMarnl 

Rcsolution rangc (A) 

No. of reilections 
R.,_ . (%) 

Rr...(%) 

No. ofnon-H protcin a1oms 

No. of wau:r moleculcs 

r.m.s. Desviatious from ideal values 
Bond lengths (AJ 
Dood nngles (") 

Uihodrnl angles (") 

lmomocr en2 lcs !°) 

P3221 

a=b= 58.26, c=82..46 

1.5 

2.38 

26123 

99.5 (98.5) 
6.3 

7.98-1.5 

26123 
0.20 
0.218 

1046 

153 

0.005 

1.3 
22 7 

3 94 

• ltn.iz• : L llt.1:1 - (h.tt)I/ .E.lht1 

bRf.actor•Lhkl llf 0 l - lfclV LbJ:11fol for all dala exccpt 10%, which was uscd for thc Roo 
calculation. 

19 



Juan Pablo Reyes-Grajeda 

Crystal Structure of Ovocleidin-17 

Table 2. Alignment of the amino acid seq uences of OC17, ansocalcin (32), perlucin (13), 

lit:hostathine (12) and rat mannose blnding proteln (RMBP). Conserved cystelne 

resldues In the long form of the CTLD are shown In yellow. The s!x amino acids that 

bind the ma in Cal+ ion in RMBP are shown in bluc. 

OC17 
AnsocaJ.cin 
Petlucin 
Li thos tathine 
RMBP 

OC17 
Ansoc&l.cin 
Perl.uoin 
Litho1tath1ne 
RMBP 

OC17 
Ansoc&l.cin 
Perl.ucin 
Li thos t&Uú.ne 
llMllP 

DPDGCGPGW PTPGOCLGFF SR!LSllSR.U: SFCRRlllGPGS HLllVRSllE SO 
--NRl:P KGVL DFRGSOTGYF GQELTVRK.U: AVCKVIHAGC HL.lSLHSPEE 48 
-- -<;<:PLGFH (1lRRSCYVFS TIKSSF AEAA GYCRYLES-- HLAIISNKDE 45 
ARISCPEGiN A.YRS 'lt'.YYFN El>RETVVDAD LYC~lf.ISG- NLVSVLTOAE 49 
--------- -SGKKFFVTN lll:RJIPFSRVK AL CSELRG-- lVAIPIWAEE 37 

LRLLAELLNA SRGGDGSGEG ADGRVVIGLH RPAGSRSURW SDGTAPRFAS 100 
HUVARFUK FOME---- EEDNVWIGLH HWNOU--VW IDGSKKRYSA 91 
l>SFIRGYATR LG------ EAFNYVLGAS DLNIEGRVLll EGORRJfXTIN 87 
GAFVASLIKE SGTDI>----- --FNVVIGLH DPKKNRRVHV SSGSLVSYRS 92 
NKAI<!:VAKT SA------- -----FLGIT DEVTEGOFKY VTGGRLTYSN 74 

11HR--TAKAR RGGROULRI> EEAFTSV.UR PCTE:RUFVC KilA 112 
VD---DOELP RGKYClVLEG SSGFKSVEDN ACSER<IPPVO KYSA 132 
VSPG<J>DNAG GIEHCLELRR DLGNYLVNl>Y OCOKPSHFIC EKER 131 
VGIG-APSSV NPGYCVSLTS 5TGFOKIJKDV PCEDRFSFVO KFKN 135 
WKKDEPNDiiG SGEDCVTIVD r«i---LllfDI SCQASlfUVC EFPA 115 
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Figure 1 
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Figure 2 (A) 

Fígure2 (B) 
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Figure 3 
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Figure 4 (A) 

Figure 4 (B) 
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Figure 5 

at.' t K9 h.1-1: la.I - - - --
.... 

Figure 6 
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Figure 7 
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