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Maestŕıa y Doctorado en Ciencias Bioqúımicas
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Instituto de Qúımica
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”Knowing your own ignorance is the first step to enlightement.”
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1.5. Protéınas de fusión . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5
1.6. Pirrolisol tRNA sintetasa . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 6
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5.2. Protéına de fusión TmP-GST . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16
5.2.1. No se logró la renaturalización de la protéına de fusión TmP-GST . . . . . . . . . 16
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Figura 12. La interacción de ambas proteinas podŕıa aumentar la estabilidad del complejo con el
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Figura 18. La protéına de fusión TmP-PylRS se precipita en concentraciones menores a 6M de urea. 16
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TCEP tris(2-carboxyethyl)phosphine
TEV Virus del grabado del tabaco
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Resumen

La ribonucleasa P (RNasa P) es un complejo ribonucleoproteico esencial que corta el extremo 5’
de los pre-tRNAs en todos los dominios de la vida. En particular, la RNasa P bacteriana contiene
una protéına (protéına P) que posee un surco que interacciona con el extremo 5’ del pre-tRNA. Este
surco representa un blanco para el desarrollo de nuevos inhibidores antibióticos, ya que no tiene un
equivalente estructural ni en secuencia en otros dominios. A pesar de que existen avances para la
búsqueda de inhibidores en formatos de alto rendimiento, existen aún limitantes técnicas en este sistema
que impiden realizar búsquedas eficientes a nivel de la estructura tridimensional a través de cristalograf́ıa
de rayos X. En este trabajo se exploraron algunas opciones para trascender este problema. Por un lado,
se buscaron nuevas condiciones de cristalización de la protéına P, aśı como producirla fusionada con
dos distintas protéınas, con objeto de crear espacios dentro del cristal que permitieran la difusión o
cocristalización con compuestos mayores a 250 Da. Debido a que el éxito de estas estrategias in vitro
fue limitado, se desarrolló un esquema in silico en donde, por medio de bibliotecas de compuestos y
su utilización en protocolos de acoplamiento y dinámica molecular, se obtuvieron cinco candidatos a
inhibidores. A manera de control, se probó un análogo estérico de estos candidatos en ensayos de unión
a la protéına P, obteniéndose una afinidad en el rango de micromolar alto. En los ensayos in silico,
de manera sorpresiva, el compuesto es rechazado por acoplamiento molecular, pero de los ensayos de
dinámica molecular se concluye que el compuesto debeŕıa ser estable en su interacción con la protéına P.
En conjunto, los resultados sugieren que podŕıan buscarse otras estrategias, como mutagénesis dirigida
acoplada a ensayos de unión, o NMR, que permitan inferir a nivel estructural el sitio de unión de
posibles inhibidores.



1. Introducción

1.1. Ribonucleasa P

La ribonucleasa P es un complejo ribonucleoproteico con actividad endonucleasa que realiza la catálisis
metalodependiente de la maduración del extremo 5’ de los pre-tRNA’s1,2 (figura 1).

Figura 1: La RNasa P realiza la maduración del extremo 5’ de los pre-tRNAs. Derecha, muestra el sitio de corte
del extremo 5’ de los pre-tRNA’s. Izquierda, muestra los productos de la catálisis de la RNasa P. En cian se muestra el tRNA
maduro. En azul, el extremo 5’-ĺıder.

Este complejo posee un componente de RNA que lleva a cabo la catálisis1 y uno o más componentes
proteicos, que vaŕıan entre bacteria, eukarya y archaea 3. En general, el componente de RNA es de mayor
tamaño en el dominio bacteria (figura 2, izquierda) y el número de componentes proteicos aumenta en
archaea y eukarya4,5 (figura 2, derecha).

Figura 2: La RNasa P es un complejo ribonucleoproteico con diferencias clave entre bacteria y eukarya.
Izquierda, Muestra la estructura tridimensional de la RNasa P bacteriana en complejo con su sustrato (código PDB 3Q1Q).
La subunidad de RNA (400 nucleótidos, 125 kDa) y la protéına (120 aminoacidos, 12 kDa) se muestran en rojo y verde.
Derecha, muestra la estructura tridimensional de la RNasa P humana en complejo con su sustrato (código PDB 6AH3). La
subunidad de RNA (340 nucleotidos, 110 kDa) se muestra en rojo y las subunidades proteicas (10 subunidades) en diferentes
colores. El pre-tRNA se muestra en azul.

1.2. Protéına P

En particular, la RNasa P bacteriana contiene una sola unidad proteica (protéına P) de aproximada-
mente 120 aminoácidos6. La estructura cristalográfica de la protéına P de Thermotoga maritima contiene
un solo dominio globular formado por 4 hebras β rodeadas de 4 hélices α 7(figura 3).
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Figura 3: Protéına P de Thermotoga maritima. Se muestran los componentes de estructura secundaria de la protéına
P, en rojo hélices α, en amarillo hojas β y en verde loops.

Se ha demostrado in vitro que el componente de RNA es cataĺıticamente activo en ausencia del
componente proteico. Sin embargo, este último es esencial para la función in vivo. La eficiencia de la
catálisis por parte de la holoenzima aumenta en dos órdenes de magnitud comparada con la del RNA
solo8. Este aumento se atribuye en parte a la estabilización del extremo 5’ por parte de la protéına P. La
protéına P interacciona con el sustrato por medio de un surco con un alto grado de conservación 9 (figura
4).

Figura 4: El sitio de unión al 5’-ĺıder es altamente conservado. Muestra los sitios conservados de la protéına en
código de colores, en azul las regiones variables y en magenta las regiones conservadas (código PDB 1NZ0), los factores
de conservación fueron obtenidos comparando 150 homólogos estructurales depositados en el PDB por medio del servidor
Consurf. En color negro se muestra la posición del esqueleto de fosfatos al alinear la estructura de la holoenzima con la
protéına.

1.3. Búsqueda de inhibidores contra la RNasa P

La subunidad de RNA ha sido el blanco predilecto para el desarrollo de inhibidores, debido a su función
cataĺıtica10-13. Sin embargo, se debe resaltar que este componente es común para todos los dominios de
la vida. Por otro lado, la protéına P se encuentra sólo en el dominio bacteria, y no cuenta con homólogos
en secuencia ni estructura con los otros dos dominios14,15 (figura 5). Por ello, creemos que la protéına P
representa un mejor blanco para el desarrollo de inhibidores espećıficos16-18.
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Figura 5: El dominio bacteria posee una sola protéına sin homoloǵıa de secuencia ni estructura con los
dominios archaea o eukarya. Diagrama de Venn indicando la distribución general de las subunidades proteicas de la RNasa
P en los tres dominios de la vida, cada ćırculo representa el total de componentes proteicos presentes de las ribonucleasas P
de cada dominio y las intersecciones muestran los componentes homólogos compartidos (Tomado de Hernández et. al, 2012).

1.4. Antecedentes

En el laboratorio de adscripción se diseñó una plataforma de alto rendimiento para la búsqueda de
inhibidores dirigidos contra el componente proteico de la ribonucleasa P bacteriana19. Durante estos en-
sayos se analizaron distintas bibliotecas de compuestos y fragmentos a través de ensayos de actividad,
unión y análisis de estructuras tridimensionales20-23. La búsqueda inicio evaluando distintos cocteles de
compuestos por ensayos de actividad de la holoenzima con un sustrato fluorescente (minihélice), se con-
firma la inhibición de la actividad por medio de gel y se obtiene la IC50 con el sustrato canónico (figura
6, rojo). Los compuestos seleccionados de la deconvolución de los cocteles son descartados si muestran
afinidad por el RNA P. Contrariamente, si muestran afinidad por la holoenzima y la protéına P se evalúa
si interfieren la unión del pre-tRNA y el 5’-lider (figura 6, verde). Finalmente, determinó el sitio de unión
de los compuestos por medio de cristalograf́ıa de rayos x y/o simulaciones de dinámica molecular (figura
6, azul).

Figura 6: Plataforma para la búsqueda de inhibidores dirigidos contra la protéına P. Se muestra el esquema de la
plataforma desarrollada para la búsqueda de inhibidores contra la protéına P bacteriana (Tomado de Madrigal et. al, 2012).
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Mediante la plataforma desarrollada durante el trabajo del Dr. Alejandro Madrigal, se encontró el
compuesto purpurina, que presenta una inhibición total de la unión del extremo 5’-ĺıder en el rango
micromolar. La estructura cristalográfica revela que la unión de la purpurina con el surco de interacción
del 5’-ĺıder (figura 7, izquierda) podŕıa impedir estéricamente la unión del sustrato (figura 7, centro) .
En paralelo, se determinó la estructura en complejo con el compuesto 1-(4-Fluorophenyl)-2-thiourea, un
fragmento cuyo sitio de unión es cercano al de la purpurina (figura 7, derecha). Estos dos compuestos
representan una entidad atractiva para la obtención de un compuesto que sirva como escalafón para el
desarrollo de inhidores con mayor afinidad por el surco de unión al 5’-ĺıder19.

Figura 7: La protéına P puede unir otros ligandos además del 5’-ĺıder. Se muestra la misma orientación de la
protéına P en los 3 paneles. Izquierda, se muestra el sitio de unión del compuesto purpurina (morado) encontrado por medio
de cristalograf́ıa de rayos X (código PDB 6MAX). Centro, se muestra la sobreposisción del sitio de interacción de extremo 5’-
lider. Derecha, se muestra la localización del compuesto (4-fluorophenyl)- 2-thiourea (magenta) encontrado en una búsqueda
de fragmentos por medio de cristalograf́ıa de rayos X (codigo PDB 6CQC).

Dentro de la plataforma propuesta, la determinación de estructuras tridimensionales por cristalograf́ıa
de rayos X representa un punto fundamental para entender la relación estructura-función del sistema y
poder desarrollar mejores inhibidores. En este contexto, a pesar de que se logró obtener la estructura de
la protéına P en complejo con purpurina (figura 7, código PDB 6MAX), la red cristalina o “empaqueta-
miento” impide la unión de compuestos de mayor tamaño, o de sustratos como el 5’-ĺıder (figura 8). Por
ello, trascender el problema del empaquetamiento resulta de gran importancia para el desarrollo de más
y mejores inhibidores.

Figura 8: La malla cristalina bloque el surco de interacción de la protéına P con el 5’-ĺıder. El sitio de unión
con el 5’-ĺıder (negro) de la protéına P (verde) tiene contactos con otra unidad proteica dentro de la malla cristalina.

4



Con el fin de obtener empaquetamientos alternos, en el presente trabajo se desarrollaron dos enfoques:
la utilización de proteinas de fusión y la búsqueda de nuevas condiciones de cristalización. De manera
alterna, se abordó el problema de la búsqueda de inhibidores a través de métodos in silico: acoplamiento
y dinámica molecular. La formación de la malla cristalina consiste en regiones de contacto, donde grupos
espećıficos toman un papel clave para la estabilización de un arreglo regular y periódico de las moléculas
de protéına24. Este fenómeno es influenciado por las propiedades individuales de cada protéına y factores
externos, incluyendo la composición de la solución de cristalización. En diferentes sistemas de estudio, se ha
demostrado, que cambios en los componentes de la condición de cristalización (amortiguador, precipitante
y aditivo) puede modificar el arreglo de la malla cristalina 25-29(figura 9.)

Figura 9: El cambio en las condiciones de cristalización puede modificar el arreglo de la malla cristalina.
Izquierda, se muestra la sobreposición de dos estructuras de lisozima obtenidas en diferentes grupos espaciales, en verde se
muestra la protéına lisozima cristalizada en el grupo espacial P3221 (código PDB 2LZM) y en cian la protéına cristalizada en
el grupo espacial C2 (código PDB 201L). En el centro se muestra el arreglo de la malla cristalina obtenida en la condición:
2M de fosfato de sodio, 0.2 M de cloruro de sodio y 70 mM BME pH 6.3. Derecha, se muestra el arreglo de la malla cristalina
obtenida en la condición: 28 % (w/v) PEG 1550, 0.15 M cloruro de magnesio.

1.5. Protéınas de fusión

Se ha reportado que las proteinas de fusión pueden promover empaquetamientos alternos22 (figura
10). En particular, la protéına P de Thermotoga maritima ha sido producida como una protéına de fusión
unida a GST30, pero en nuestro grupo no se ha intentado purificar y cristalizar la construcción fusionada.
Por las caracteŕısticas individuales de ambas protéınas, creemos que es posible obtener la estructura
cristalográfica de las protéınas fusionadas pero esta construcción no permitiŕıa e la cocristalización con
el pre-tRNA. Por lo que para para el presente trabajo, también se realizó una búsqueda de candidatos a
protéınas de fusión que cumplieran con las siguientes caracteŕısticas:

Generalmente las protéınas de fusión son de menor tamaño que la protéına de interés. La protéına
P tiene un peso de 12 kDa por lo que limitamos la búsqueda a protéınas monoméricas y con un peso
menor a 25 kDa.

Con el fin de obtener un complejo ternario de las dos protéınas y el pre-tRNA, nos centramos en
protéınas con un sitio de interacción al tRNA diferente al de la protéına P,

Que pudiera ser purificada en condiciones desnaturalizantes como ocurre con la protéına P.
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Figura 10: La utilización de protéınas de fusión puede generar empaquetamientos cristalinos alternos. Izquier-
da, muestra el esquema de la construcción de protéınas de fusión heterólogas. Centro, muestra el empaquetamiento de la
protéına GFP en azul como protéına de fusión con la protéına DARPin en cian (código PDB 5MAD). Derecha, muestra el
empaquetamiento intŕınseco de la protéına GFP (código PDB 6FWW). En conjunto, se puede apreciar que la protéına de
fusión interviene en los contactos cristalinos, creando espacios más amplios en la red para la eventual unión de otros ligandos.

1.6. Pirrolisol tRNA sintetasa

Como resultado de esta búqueda, se seleccionó un dominio de unión a tRNA de la Pirrolisil tRNA
sintetasa (PylRS)31-33. La estructura cristalográfica del complejo de dicho dominio con el tRNApyl muestra
una protéına globular de 101 aminoácidos que interactúa con 3 bases del tRNA31. Este sitio de interacción
(figura 11, izquierda) es distinto al surco de interacción del 5’-ĺıder por parte de la protéına P34(figura 11,
derecha).

Figura 11: El dominio de unión a tRNA de la PylRS tiene un sitio diferente al de la protéına P. Izquierda,
se muestra el sitio de interacción (magenta) del domino de unión a tRNA de la PylRS (rojo) en complejo con su sustrato
(código PDB 5V6X). Derecha, se muestra el sitio de interacción del 5’-ĺıder con la protéına P en complejo con su sustrato
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1.7. Protéına de fusión TmP-PylRS

La protéına de fusión TmP-PylRS está constituida por la secuencia codificante a un fragmento cris-
talizable de la pirrolisil tRNA sintetasa (PylRS) en el extremo C-terminal, un enlace de 8 glicinas y la
secuencia de corte para la proteasa TEV entre las dos protéınas y la secuencia de la protéına P (TmP) en
el extremo N-terminal (Figura 12). Pensamos que la protéına de fusión TmP-PylRS podŕıa generar una
malla cristalina alterna para la obtención de complejos de la protéına con ligandos de diversos tamaños.
Además, la interacción de ambas proteinas con el pre-tRNA podŕıa aumentar la estabilidad del comple-
jo, lo que nos permitiŕıa obtener una estructura cristalina a una resolución suficiente para observar la
interacción del extremo 5’-ĺıder con la protéına P.

Figura 12: La interacción de ambas protéınas podŕıa aumentar la estabilidad del complejo con el pre-tRNA.
Izquierda, se muestra la construcción hipotética de la protéına de fusión entre la proteina P (azul), la distancia mı́nima del
enlace entre las dos protéınas (amarillo) y PylRS (rojo) en complejo con el pre-tRNA. Izquierda, se muestra la longitud de
los enlaces C-C, C-N , C-O y la composición del enlace entre las dos protéınas.
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2. Hipótesis

Es posible cristalizar a la protéına P fusionada con otra protéına y/o encontrar nuevas condiciones de
cristalización de la protéına P para promover empaquetamientos cristalinos alternos.

3. Objetivos

Objetivo general

Purificar y cristalizar la protéına P de Thermotoga maŕıtima y protéınas fusionadas con la misma.

Objetivos particulares

Sobreexpresar y purificar diferentes protéınas fusionadas con la protéına P de Thermotoga maritima.

Cristalizar diferentes protéınas.

Determinar de la estructura tridimension de las protéınas por critalograf́ıa de rayos X y verificar los
contactos cristalinos
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4. Metodoloǵıa

4.1. Expresión y purificación de la protéına P silvestre

El gen que codifica para la protéına P (śıntesis del gen realizada por ATUM DNA 2.0) de Thermotoga
maritima fue clonado en el vector pD861 (KanR, inducible a ramnosa en cualquier cepa de Escherichia
coli). El plásmido fue contrasformado en la cepa de E. coli BL21 (DE3) pLyss con el plásmido pJ204 que
codifica para la subunidad de RNA de RNAsa P del mismo organismo. Las células se crecieron en medio
LB suplementado con 25 μg/ml de kanamicina, 100 μg/ml de ampicilina y 34 μg/ml de cloranfenicol a
37 oC hasta que la absorbancia a 600 nm (A600) alcanzara un valor de 0.6. La subunidad de RNA fue
inducida por la adición de isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) a una concentración final de 1
mM, continuando el cultivo por 1h en las mismas condiciones. Posteriormente, se adicionó ramnosa a una
concentración final de 3 mM para la inducción de la protéına P; el cultivo se mantuvo en las mismas
condiciones durante 6-7 h antes de cosechar. El cultivo fue cosechado y resuspendido en un volumen
adecuado de amortiguador de lisis (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 4 mM EDTA, 5 % (v/v) glicerol y 0.1 % (v/v)
NP40). La suspensión celular fue lisada por sonicación. El lisado clarificado fue centrifugado a 20,00 g; se
recuperó el sobrenadante, el cual se llevó a una condición desnaturalizante con una concentración final de
5M de urea. Para la purificación, la protéına fue inmovilizada en una columna de intercambio catiónico SP
Sepharose (Amersham Biosciences) preequilibrada en amortiguador A1 (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.2 mM
EDTA, 5M Urea) y eluida con un gradiente de 0.1M - 3M de NaCl en amortiguador B1 (amortiguador
A1+3M NaCl). La protéına P eluye a una concentración de 1.3-1.8M NaCl. La fracción colectada del paso
anterior fue sometida a un proceso de desalado para eliminar las condiciones desnaturalizantes y replegar
la molócula a través de una columna Sephadex G-25 (GE Helthcare) equilibrada en amortiguador de
desalado (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.2 mM EDTA y 1 M NaCl); la fracción colectada de este paso de
purificación fue diluida hasta una concentración de 200 mM NaCl en amortiguador A2 (20 mM Tris-HCl
pH 7.5 0.2 mM EDTA) y cargada en una columna de intercambio catiónico fuerte de alta resolución Source
15 (Amersham Biosciences) preequilibrada en amortiguador A2; se eluyó con un gradiente de 0.2 M – 3M
NaCl en amortiguador B2 (amortiguador A2+3M NaCl). La protéına eluyó en una concentración 1M -
1.2 M NaCl. La fracción colectada del último paso de purificación pasó por un proceso de desalado por
intercambio de amortiguador en un tubo de Amicon Ultra 10,000 MWCO (Millipore) donde se concentró
hasta 13 mg/ml en el amortiguador C (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.2 mM EDTA y 50 mM NaCl). La
protéına purificada fue almacenada a 4 oC.

4.2. Búsqueda de nuevas condiciones de cristalización de la protéına P silvestre

Los ensayos de cristalización fueron realizados por la técnica de difusión de vapor en su modalidad de
gota sedente. Los cristales iniciales fueron obtenidos con una concentración de 3 mg/ml de protéına en
una condición optimizada (100 mM acetato de sodio trihidratado pH 5.0, 200 mM sulfato de potasio, 18 %
(m/v) PEG 1500) en una temperatura de 25oC, a partir de la reportada por Krivenko y colaboradores en
el 2002. Se recuperaron 10 cristales de una longitud aproximada de 150 μm en 50 μl de solución madre;
la suspensión fue tratada con perlas de vidrio y un vortex; a partir de la suspensión se prepararon tres
diluciones (1:100,000, 1:1,000,000 y 1:10,000,000) en un volumen adecuado de solución madre. La búsqueda
de nuevas condiciones de cristalización se realizó por la técnica de sembrado cruzado35 en placas de 3
pozos; se colocaron gotas de 3 μl (1 μl de protéına (3 mg/ml) + 1 μl disolución de cristales + 1 μl de
solución madre) con las diferentes disoluciones de cristales y en el reservorio una de las 96 diferentes
condiciones de cristalización de los kits de cristalización de Hampton Reserch (Salt Rx, Crystal Screen,
PEG/Ion, Natrix, Index). El crecimiento de los cristales fue realizado a 25oC y evaluado después de
una semana. De las condiciones que promueven la cristalogénesis de la protéına, se descartaron todas
aquellas cuyo precipitante fuera PEG (condición control ya conocida) y se evaluó el tamaño y morfoloǵıa
de los cristales obtenidos en condiciones con un agente precipitante diferente. Para la colecta de datos se
seleccionaron los cristales obtenidos en la condición A1 (MPD) y E11 (1,6-Hexanediol) del Crystal Screen.
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4.3. Colecta de datos

Los juegos de datos fueron colectados a partir de monocristales a temperatura criogénica en el sector
LS-CAT, ĺınea 21-ID-G (enerǵıa de 12 keV) en el sincrotrón Advanced Photon Source (APS) del Labo-
ratorio Nacional Argonne en Illinois, U.S.A. Durante la colecta, la longitud de onda fue de 0.97854 Å,
la distancia al detector varió entre 180-360 mm y se colectaron 180o con oscilaciones de 0.20o - 0.35o

por imagen, el tiempo de exposición promedio por imagen fue 2.25 s. Las reflexiones se indexaron con el
programa MOSFLM36, se integraron con el programa XDS37 y se escalaron con SCALA38.

4.4. Determinación de la estructura y comprobación del empaquetamiento

La estructura de la protéına P fue determinada por el método de reemplazo molecular con el uso del
programa PHASER39 de CCP4. El modelo estructural de la subunidad proteica de la RNasa P de T.
maritima fue utilizado como modelo de búsqueda (código PDB 1NZ0). El modelo obtenido fue sometido
a una inspección manual en el programa Coot40 donde se realizó la generación de la malla cristalina y la
sobreposición del modelo de la holoenzima (código PDB 3Q1R) para comprobar el empaquetamiento del
cristal.

4.5. Expresión y purificación de la protéına de fusión TmP-PylRS

La producción y purificación de la protéına de fusión TmP-GST se realizó con un protocolo modificado
a partir del publicado por Krivenko y colaboradores (2002). La cepa de E. coli BL21(DE3)pLysS se
transformó con el vector pGEX4Ta con el gen que codifica para la protéına P. Dicho vector tiene un
promotor T7 lac, una etiqueta 6x His-Tag y una protéına de fusión GST en el N-terminal de la protéına y
un corte de la proteasa de TEV. A una densidad óptica de 0.4, se induce la expresión de la protéına con
la adición de 1mM de IPTG, continuando el cultivo por 6-7 hrs en las mismas condiciones. Se centrifugó
el cultivo a 5,000g, se resuspendió en un volumen apropiado (20-30 ml/L) de amortiguador de lisis (50
mM fosfatos de sodio pH 8, 50 mM NaCl 20 mM Imidazol, 10 %(v/v) glicerol, 0.1 %(v/v) 1 mM TCEP).
El sobrenadante se cargó en una columna de afinidad a iones de ńıquel preequilibrada en amortiguador A
(50 mM fosfatos de sodio pH 8, 50 mM KCl, 20 mM imidazol); se realizó un lavado de 20 volúmenes de
columna y se eluyó con amortiguador B (50 mM fosfatos de sodio pH 8, 50 mM KCl, 2M imidazol). La
fracción colectada pasó por un proceso de desalado a través de una columna Sephadex G-25 para eliminar
el imidazol contenido en el amortiguador; la elución se realizó con amortiguador C (50 mM Tris-HCl pH
7.5, 5M urea, 1.5M KCl). La fracción colectada del paso anterior fue dializada en un cassette Slide-A-
Lyser G2 10,000 MWCO (Thermo Scientific) diluyendo la concentración de urea en intervalos de 0.5M en
amortiguador de replegado (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 1.5M KCl) cada 2 h para eliminar las condiciones
desnaturalizantes. La protéına dializada se intercambió de amortiguador en un tubo de Amicon Ultra
10,000 MWCO (Millipore) donde se concentró en el amortiguador C (50 mM Tris-HCl pH 7.5 y 50 mM
NaCl). La protéına purificada fue almacenada a 4oC.

4.6. Cribado virtual de los compuestos provenientes de la biblioteca ZINC15

Para la evaluación de un amplio espacio qúımico, se construyó una biblioteca de fragmentos a partir
de las estructuras depositadas en la base de datos ZINC15. Esta biblioteca consta de 700,000 compuestos
que fueron evaluados por acoplamiento molecular con el programa AutoDock Vina41. Previamente, se
procesó el modelo de la estructura de la RNasa P bacteriana (código PDB 3Q1R), eliminando el RNA P y
el pre-tRNA. La protéına rasurada y los ligandos fueron preparados para el acoplamiento molecular con el
programa AutoDock Tools. Se realizó el cribado virtual sobre la estructura de la protéına P considerando
dos cajas de simulación diferentes en dos ensayos independientes. La primera caja de simulación, con
dimensiones de 20Åx20Åx20Å, consideró el surco de interacción con el 5’-ĺıder y la posición cristalográfica
del compuesto 1-(-4Fluorofenil)-2-tiourea (código PDB 6CQC); la segunda caja de simulación consideró
el resto de la protéına y teńıa unas dimensiones de 22Åx26Åx24Å. Consideramos un acierto a aquellos
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compuestos con un puntaje ≤ 7.0 Kcal/mol. Los aciertos provenientes de ambas cajas de simulación fueron
unidos en un solo grupo de datos y evaluados en un análisis de agrupamiento jerárquico.

4.7. Análisis de similitud qúımica

Utilizamos las herramientas provenientes de la libreŕıa de Python RTKIT para generar un método de
agrupamiento jerárquico que evaluara la similitud qúımica42 entre las moléculas candidatas provenientes
del acoplamiento molecular. Previo al análisis, las estructuras de las poses del acoplamiento molecular fue-
ron transformadas a formato SMILES con el programa Open Babel. Estas moléculas fueron transformadas
en una matriz de “0s” y “1s” que denotaban ausencia y presencia respectivamente de subestructuras al-
macenadas en las libreŕıa FP4 de Open Babel43. Estas matrices representan la ”huella digital” para cada
molécula. Posteriormente se calculó la similitud qúımica entre cada par de compuestos a través del cálculo
del coeficiente de Tanimoto. El rećıproco del coeficiente de Tanimoto44 para cada par de compuestos fue
denominado distancia “Z”, el cual fue representado en una matriz de diferencia. A su vez, la matriz de
diferencia sirvió de base para el análisis de agrupamiento jerárquico. Los resultados del agrupamiento fue-
ron graficados en un dendrograma que denotaba los grupos de similitud. La información de estos grupos
fue extráıda en forma de tabla para su posterior uso. Las instrucciones de este análisis fueron incluidas
en un archivo texto.

4.8. Cribado virtual de compuestos provenientes de la biblioteca Sigma Aldrich

Se utilizó un compuesto proveniente de cada grupo del análisis de similitud qúımica de la biblioteca
ZINC15 para la búsqueda de moléculas disponibles en la compañ́ıa Sigma Aldrich. De los resultados de la
bússqueda se construyó una biblioteca de 599 compuestos que se evaluaron por acoplamiento molecular
con los parámetros antes descritos. Adicionalmente se realizó un ensayo de acoplamiento molecular flexible
en la caja de simulación 1. Este ensayo incorporaba flexibilidad a las cadenas laterales de los aminoácidos
que conforman el surco de interacción al 5’-ĺıder (Phe 17, Phe 21, Val 34, Leu 35, Arg 45 Lys 51, Arg 52,
Lys 53, Arg 66, Ile 70, Arg 89 y Lys 90). Los resultados de los tres ensayos de acoplamiento molecular
fueron promediados. Se tomaron como aciertos aquellos compuestos dentro de los primeros 20 lugares de
la clasificación.

4.9. Simulaciones de dinámica molecular

Con el fin de purgar falsos positivos, los “aciertos” seleccionados del acoplamiento molecular de la
biblioteca Sigma Aldrich fueron evaluados a través de dinámicas moleculares. La generación de la topo-
loǵıa para cada ligando fue realizada con la herramienta externa ACPYPE(Antechamber Python Paser
Interface) 45. Se construyó el complejo de la protéına con el ligando para cada “acierto” del acoplamiento
molecular de la biblioteca Sigma Aldrich. Las simulaciones de dinámica molecular de cada complejo fue-
ron realizadas con el programa GROMACS, con el campo de fuerza AMBER99SB-ILDN; este campo de
fuerza fue seleccionado por: 1) Ser compatible con la parametrización del ligando, 2) se ha demostrado
una buena correlación entre las simulaciones con este campo de fuerza y las mediciones experimentales46

y 3) este campo de fuerza mejóra en el calculo del potencial de la rotación de cadenas laterales47. Las
simulaciones se llevaron a cabo en una caja de ≈ 6.6 nm por lado, agregando moléculas de solvente TIP3P
y 0.1 M de iones para equilibrar la carga neta del sistema. Para determinar el número de repeticiones se
evaluó el RMSD de cada simulación. Solo se realizaron repeticiones de aquello compuestos cuyos valores
de RMSD se encontraban entre 0-2 Å a lo largo de la simulación.
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5. Resultados

Con el fin de obtener empaquetamientos alternos de la protéına P, se abordaron 2 metodoloǵıas:
la utilización de protéınas de fusión y la búsqueda de nuevas condiciones de cristalización. Durante el
presente trabajo se evaluaron dos diferentes candidatos como chaperonas de cristalización: un dominio
cristalizable de la pirrolisil tRNA sintetasa (PylRS) (figura 35, rojo) y la glutation-S-transferasa (GST)
(figura 13, verde). En los dos casos, se desarrolló un método de purificación en medio desnaturalizante y
se evaluaron distintos medios de replegamiento. Por otro lado, obtuvimos cristales de protéına P silvestre
utilizando diferentes agentes precipitantes y se resolvió la estructura de la protéına P en un grupo espacial
diferente (figura 13, azul).

Figura 13: La búsqueda de empaquetamientos alternos de la protéına P se dividió en dos fases. Se optimizo el
método de purificación en condiciones desnaturalizantes de la protéına de fusión TmP-PylRS (rojo). Se desarrollo un método
para la obtención de la protéına de fusión TmP-GST en condiciones nativas (verde). Se obtuvo la estructura tridimensional
de la protéına P silvestre en un diferente grupo espacial (azul).

5.1. Protéına de fusión TmP-PylRS

5.1.1. La protéına de fusión TmP-PylRS tiene bajos niveles de expresión

Previamente, Krivenko y colaboradores desarrollaron un método para la expresión y purificación de
la protéına P como protéına de fusión con GST. Este método se basa en el uso de condiciones desnatu-
ralizantes para impedir que la protéına P se agregue al unirse inespećıficamente a ácidos nucleicos30. El
lisado celular desnaturalizado se carga a una columna iónica con carga negativa a pH de 6.5, con lo que
la mayoŕıa de las protéınas y los ácidos nucleicos eluyen, uniéndose las protéınas cargadas positivamente.
Debido a que se esperaba que la construcción TmP-PylRS tuviera esta misma caracteŕıstica, replicamos
este tratamiento con ella. Sin embargo, el rendimiento de esta purificación fue muy bajo, en el orden de
microgramos por litro de cultivo.
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5.1.2. Diferentes cepas de Escherichia coli expresan la protéına TmP-PylRS de manera
diferencial

Con el fin de aumentar el rendimiento de la purificación, realizamos pruebas de expresión utilizan-
do distintas cepas. Al comparar cualitativamente los niveles de expresión de la protéına en la cepa
BL21(DE3)pLyss, utilizada inicialmente, no encontramos diferencias visibles en el lisado celular entre
el cultivo control (sin inducir) y el cultivo inducido (3mM ramnosa), indicando en efecto una concen-
tración inicial muy baja de la protéına. Para la búsqueda de un sistema de expresión sin este problema,
evaluamos seis diferentes cepas de E. coli cotrasformadas con la subunidad de RNA de la RNasa P de
Thermotoga maritima y la protéına de fusión TmP-PylRS. Cuatro presentaron una expresión diferencial
al comparar el cultivo control y el cultivo inducido (cuadro 1). Debido a que a priori la inducción por
ramnosa puede ocurrir en cualquier cepa de E. Coli, posiblemente las diferencias observadas radican en
inducciones diferenciales de la subunidad de RNA de la RNasaP.

Diferencia entre el nivel de expresión en ausencia y presencia del
inductor de diferentes cepas de E.coli

Cepa Inducción idistingible Inducción distinguible
BL21(DE3)pLyss X

BL21(DE3) X
BL21-A1 X

Turbo X
NiCo X

ArticExpress X

Cuadro 1: Se encontraron cuatro cepas con una inducción relativamente clara de la protéına de fusión
TmP-PylRS. Resultado de experimentos de expresión comparando el cultivo control (sin inducir) y el cultivo inducido
(IPTG+ramnosa). Recopilación de cuatro experimentos de expresión independientes y evaluados por SDS-PAGE.

La siguiente etapa consistió en determinar la fracción del lisado celular (soluble o precipitada) en
que se encontraba la protéına de interés. Para esta evaluación se seleccionaron las cepas ArticExpress,
BL21-A1 y Turbo. La cepas Turbo y ArticExpress contienen una pequeña fracción soluble de una banda
en el gel con un peso molecular que corresponde con la protéına de fusión, con el resto de esa banda en
la parte insoluble. Comparando cualitativamente estas dos cepas, ArticExpress presentó mayor cantidad
de protéına de fusión en la parte insoluble (figura 14).

Figura 14: La mayor cantidad de la protéına de fusión TmP-PylRS se encontró en la fracción insoluble de
la cepa ArticExpress. Gel SDS-PAGE 15 %. Expresión de una protéına con el peso molecular correspondiente a la fusión
TmP-PylRS (26.8 KDa), en el lisado total, la fracción soluble y el pellet de un control sin inducir (C-) y la inducción de la
protéına(Ind) en la cepa de E. coli ArticExpress.
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5.1.3. La protéına TmP-PylRS se puede obtener pura y soluble, pero con bajo rendimiento

Para el primer esquema de purificación seleccionamos la cepa Turbo por presentar en apariencia
mayor cantidad de la protéına en la fracción soluble. La protéına contenida en esta fracción se cargó
en una columna de afinidad a iones metálicos en condiciones desnaturalizantes. El principal problema a
resolver con este esquema de purificación fue el grado de pureza con que eluye la protéına. Se evaluaron tres
variantes para la elución en un amortiguador con 2M de imidazol: elución por golpe de imidazol, gradiente
de 0-2M y gradiente escalonado (intervalos de 5 % de amortiguador B). Las fracciones recuperadas de
los 2 primeros métodos conteńıan la protéına de fusión y protéınas contaminantes. En cambio, con el
último método, fue posible separar la protéına de los contaminantes. La fracciones que conteńıan a la
protéına se encontraron en un intervalo 20-50 % de amortiguador B (figura 15). El rendimiento de esta
purificación fue de 200 μg/L de cultivo, que en su momento consideramos insuficiente para realizar pruebas
de cristalización. Aunado a ello, se tuvieron problemas en la reproducibilidad del rendimiento, teniendo en
la mayor parte de los lotes mucho menos protéına que la obtenida inicialmente, por lo que asumimos que
se estaba trabajando con condiciones de cultivo y de amortiguador al margen de lo que permit́ıa obtener
una protéına soluble y optamos por utilizar un esquema de purificación en condiciones desnaturalizantes.

Figura 15: Es posible obtener pura y soluble a la protéına de fusión TmP-PylRS por afinidad a Ni-NTA
y elución por gradiente escalonado. Gel SDS-PAGE 15 %. Muestra los pasos de purificación de la protéına de fusión
TmP-PylRS en una columna de afinidad Ni-NTA. De izquierda a derecha se muestra el marcador de pesos (MP), lisado total
(LT), fracción sin afinidad por la columna (FT) y las fracciones obtenidas de la elución por gradiente escalonado (5-50 % de
amortiguador B).

5.1.4. La protéına TmP-PylRS se puede obtener pura y con alto rendimiento, pero desna-
turalizada

Diseñamos un esquema de purificación con base en que la cepa ArticExpress expresaba visualmente
mayor cantidad de protéına en la fracción insoluble y a que los componentes de la protéına de fusión
teńıan afinidad por ácidos nucleicos. Aśı, recuperamos la protéına contenida en la fracción insoluble en
un medio desnaturalizante con 8M de urea. La purificación se realizó por cromatograf́ıa de intercambio
catiónico, con un gradiente de 0.1-3M de NaCl. Las fracciones correspondientes al tercer pico de elución
(figura 18, izquierda) conteńıan una banda con un peso molecular que corresponde a la protéına de fusión
sin contaminantes (figura 16). Con este esquema aumentamos el rendimiento de la purificación a 7 mg/L
de cultivo. Buscamos condiciones que nos permitieran trasladar la mayor cantidad de protéına posible a
la fracción soluble. Construimos una bateŕıa de amortiguadores de lisis utilizando dos valores de pH (7.5 y
8.0) y 10 diferentes aditivos (Anexo 1). No encontramos ninguna condición que solubilizara a la protéına,
por lo que procedimos a realizar pruebas de replegado con la protéına purificada, pero desnaturalizada.
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Figura 16: La purificación por intercambio aniónico en condiciones desnaturalizantes aumenta significati-
vamente el rendimiento de la purificación de la protéına TmP-PylRS. Derecha, cromatograma de la purificación
utilizando una columna SP Sepharosa. Se obtuvieron 3 picos y la protéına se encuentra pura el en pico 3 (fracciones 15-21).
Izquierda, SDS-PAGE 15 %, mostrando el seguimiento de la purificación de la protéına de fusión TmP-PylRS. TmP (14.3
KDa) + PylRS (12.5 kDa) = 26.8 kDa. De izquierda a derecha se muestra: marcador de peso (MP), lisado total (LIS),
fracciÓn soluble (SOL), pastilla insoluble=pellet (PEL), fracción sin afinidad por la columna (FT), pico 1: fracción 2(E2),
pico 2: fracción 8(E8) y fracción 10(E10), pico 3: fracción 17 (E17) y fracción 19 (E19).

5.1.5. No se logró la renaturalización de la protéına de fusión TmP-PylRS

A partir de las fracciones de la purificación por intercambio aniónico, seleccionamos la que contaba
con mayor concentración de la protéına de fusión. Para cada ensayo de replegamiento utilizamos 3 mg
totales de la protéına, que se transfirieron a un amortiguador sin urea y 1M de NaCl. Se exploraron 2
alternativas, cada una cambiando abruptamente las condiciones del medio: 1) desalado por columna y 2)
cambio de amortiguador por centrifugación (Amicon). En ambos casos, se perdió el total de la muestra
por precipitación. Intentamos evitar la precipitación de la protéına alargando el tiempo en el proceso de
replegamiento. Exploramos 3 variantes de replegamiento por diálisis: larga, corta y escalonada. A pesar
del cambio paulatino en las condiciones del amortiguador, no fue posible recuperar protéına en la fracción
soluble (figura 17).

Figura 17: No fue posible obtener a la protéına TmP-PylRS soluble por los métodos de replegamiento que
exploramos. Resumen de las diferentes estrategias para la eliminación de las condiciones desnaturalizantes.
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A manera de ejemplo, por medio de diálisis escalonada, se diluyó la concentración de urea en intervalos
de 0.5M cada 2 horas. En cada recambio de amortiguador se calculó el total de protéına soluble. El
seguimiento del proceso de desalado (figura 18) indicó que:

En un intervalo entre 6-8 M de urea, la protéına se mantiene soluble.

En concentraciones <5M de urea, precipita >50 % de la protéına.

A 3M urea, 10 % de la protéına se mantiene soluble.

Figura 18: La protéına de fusión TmP-PylRS se precipita en concentraciones menores a 6M de urea. Segui-
miento de la cantidad total de protéına en intervalos de 1M expresada en porcentaje del proceso de diálisis escalonada. El
experimento se realizó con 3 ml con una concentración de 2.2 mg/ml de protéına (6.8 mg de protéına total).

5.2. Protéına de fusión TmP-GST

5.2.1. No se logró la renaturalización de la protéına de fusión TmP-GST

Para su purificación, la protéına P es expresada como protéına de fusión con GST. Se utilizan agentes
cautropicos para prevenir la agregación, posteriormente la protéına de fusión es cortada en el lisado celular
y purificada en condiciones desnaturalizantes en una columna de afinidad a iones metálicos. Se intentó
este mismo esquema de purificación, pero sin cortar la protéına de fusión. La fracción colectada de la
purificación conteńıa una banda con un peso correspondiente al de la protéına de fusión, aśı como otra
banda de poco menos de 35kDa (figura 19).
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Figura 19: Es posible purificar la protéına de fusión TmP-GST en condiciones desnaturalizantes. SDS- PAGE
15 % que muestra el seguimiento de la purificación de la protéına de fusión de la protéına P (14.3 KDa) y la protéına
GST (27.2kDa) como chaperona de cristalización. De izquierda a derecha: Marcador de peso (MP), lisado total (LIS),
Pastilla=pellet (PEL), fracción soluble (SOL), fracción sin afinidad por la columna(FT), elución Ni-NTA (ni-NTA).

Para eliminar las condiciones desnaturalizantes, intercambiamos el amortiguador de la protéına por
medio de diálisis escalonada. Para tratar de evitar que la protéına se precipitara, el amortiguador en cada
recambio conteńıa 1M de sal monovalente. Posteriormente disminuimos la concentración de sal monova-
lente a 50 mM. Al término de este proceso, obtuvimos la protéına de fusión soluble (figura 20, izquierda),
aunque en un rendimiento muy bajo. Intentamos también inmovilizar a la protéına desnaturalizada en una
columna de Ni-NTA. Eliminamos lentamente las condiciones desnaturalizantes por medio de un gradiente
de 16 horas. Finalmente, despegamos a la protéına de la columna y evaluamos la fracción colectada. Dicha
fracción no conteńıa la protéına de fusión (figura 20, derecha) lo que señala, como para el caso de la fusión
TmP-GST, que posiblemente nos encontramos en el margen de condiciones de solubilidad y/o estabilidad
de la protéına.

Figura 20: Es posible obtener bajas cantidades de la protéına de fusión TmP-GST en condiciones óptimas
para su cristalización. Derecha. Seguimiento de la purificación, replegamiento y desalado de la protéına de fusión de la
protéına P (14.3 KDa) y la protéına GST (27.2kDa). Izquierda, seguimiento de la purificación a través de replegamiento
por columna. Marcador de peso (MP), lisado total (LIS), pellet (PEL), fracción soluble (SOL), fracción sin afinidad por la
columna (FT), elución Ni-NTA (Ni-NTA), replegado (RF), desalado (DES) y replegado (RF).
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5.3. Protéına P silvestre

Como alternativa al trabajo con protéınas de fusión, buscamos nuevas condiciones de cristalización
para la protéına P. Los primeros ensayos de cristalización se realizaron por el método de difusión de vapor
en su modalidad de gota sedente, con distintos kits de la marca Hampton Research: Crystal Screen, Index,
Natrix, PEG Rx, y Salt Rx. De los cristales obtenidos, no encontramos condiciones diferentes a las antes
reportadas33, las cuales contienen PEG entre 400-6000. A partir de las condiciones en donde encontramos
cristales de mayor tamaño, titulamos la concentración de precipitante (PEG 400, 550, 1000, 1500, 3350 y
6000), la concentración de sal (sulfato de potasio) y el pH del amortiguador (acetato de sodio trihidratado)
(cuadro 2). Determinamos la condición de cristalización que inhibe el crecimiento de agujas y favoreció el
crecimiento de placas de mayor tamaño (figura 21).

Componente Intervalo Condición optimizada
Acetato de sodio triidratado pH 4.2 - 5.8 5.0

Sulfato de potasio 0.2M - 0.35M 0.2M
PEG (550, 1000, 1500, 3550) 10 % - 18 % 18 %(1500)

Cuadro 2: Intervalos de titulación de los componentes de la solución madre para la cristalización de la protéına P silvestre

Figura 21: La condición de cristalización optimizada favorece la formación de placas de mayor tamaño.
Cristales obtenidos en la condición optimizada (100 mM de acetato de sodio trihidratado pH 5.0, 200 mM Sulfato de potasio,
18 % PEG 1500)

5.3.1. La protéına P cristaliza en nuevas condiciones utilizando la técnica de sembrado
cruzado

Colectamos cristales de la protéına P provenientes de la condición optimizada y los utilizamos como
“semillas” para la búsqueda de nuevos cristales utilizando de nuevo los distintos kits disponibles y logramos
obtener una gran variedad de cristales en esta ocasión (figura 22). Agrupamos las diferentes condiciones
en tres grupos de acuerdo al agente precipitante: sales (10 agentes precipitantes), solventes orgánicos (4
agentes precipitantes) y poĺımeros (7 agentes precipitantes) (Anexo 2).
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Figura 22: Se encontraron 21 condiciones nuevas de cristalización con un diferente agente precipitante.
Muestra de manera gráfica el número de condiciones de cristalización de los diferentes kits. En azul se resalta las condiciones
cuyo agente precipitante es una sal o un solvente orgánico.

Descartamos todas las condiciones cuyo agente recipitante fuera PEG ya que la morfoloǵıa era muy
parecida a la de los cristales semilla, que también crecen en PEG. De las condiciones restantes seleccio-
namos los cristales con morfoloǵıa diferente a los cristales semilla y de mayor tamaño. Para la colecta
de datos se seleccionaron cristales en condiciones de MPD (figura 23, izquerda) y Hexanediol (figura 23,
derecha) como precipitante.

Figura 23: Para la colecta de datos se seleccionaron los cristales con morfoloǵıa diferente a los cristales semilla.
Izquierda, se muestran los cristales de la protéına P, obtenidos en las condición 0.02 M cloruro de calcio dihidratado, 0.1
M acetato de sodio trihidratado pH 4.6, 30 % (v/v) (+/-)-2-Methyl-2,4-pentanediol. Derecha, se muestran los cristales de la
protéına P obtenidos en las condicion 0.01 M cloruro de cobalto(II) hexahidratado, 0.1 M acetado de sodio trihidratado pH
4.6, 1.0 M 1,6-Hexanediol

Solo fue posible obtener datos suficientes para resolver la estructura de la condición de MPD pues
el patrón de difracción de los cristales de hexanediol no pudo indexarse por presentarse demasiadas
reflexiones “barridas” (smeared, no definidas). La estructura fue resuelta por reemplazo molecular a una
resolución de 3.0 Å(cuadro 3). El cambio de precipitante cambió el grupo espacial a ortorrómbico y el
número de moléculas en la unidad asimétrica se redujo de 4 a 2.

19



TmP-MPD TmP-PEG(1NZ0)
Colecta de datos

Resolución(Å) 58.22(3.19) 30(1.2)
Grupo espacial P212121 P21

Celda unitaria
a, b, c (Å) 46.7, 56.2, 103.8 56.2, 64.1, 68.3
α, β, γ(o) 90, 90, 90 90, 102, 90

Colecta de datos
Reflexiones totales 43319(6069) 774818 (67203)
Reflexiones únicas 5824(919) 118678 (16,982)
Rmerge 0.08(0.22) 0.06 (0.56)
Redundancia 7.4(6.6) 6.5 (4.0)
Integridad ( %) 99.8(100) 80.0 (38.7)
I/σ 16.5(8.0) 5.3 (1.1)
Factor B de Wilson (Å2) 42.1 13.6

Afinamiento
Rwork 0.25 (0.19) 0.21
Rfree 0.39 (0.42) 0.23
R.M.S.D longitud de enlace (Å) 0.015 0.01
R.M.S.D angulos (o) 0.221 2.92

Cuadro 3: El cambio de precipitante genera un cambio en el grupo espacial. Comparación dela colecta y proce-
samiento de datos del modelo obtenido (TmP-MPD) contra el modelo reportado (código PDB 1NZ0)

El modelo obtenido fue sometido a una inspección visual en el programa Coot. Para corroborar el
empaquetamiento se generó la malla cristalina y se sobrepuso el modelo de la holoenzima (código PDB
3Q1R). Aunque el cambio del agente precipitante generó cambios en la unidad asimétrica y el grupo
espacial, no modificó el ordenamiento intŕınseco de la protéına en el cristal (figura 24).

Figura 24: El cambio en el grupo espacial de la protéına no modifica el empaquetamiento cristalino. En verde
se observa el modelo obtenido de los cristales con PEG 1500 como agente precipitante (tricĺınico) y en rosa el nuevo modelo
obtenido de los cristales con MPD como agente precipitante (ortorrómbico). Se muestra en negro la posición del 5’-ĺıder y en
morado el compuesto purpurina.
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5.4. Búsqueda de inhibidores a través de métodos in silico

Debido a que no fue posible trascender el problema del empaquetamiento cristalino y a que la purifi-
cación de las protéınas de fusión tuvo un éxito limitado, buscamos rediseñar la plataforma ya desarrollada
con anterioridad19, ahora iniciando la búsqueda por métodos in sillico y terminando con el análisis in
vitro (figura 25). Partimos de una biblioteca virtual de más de 700,000 compuesto y reducimos esta lista
a 10 candidatos comercialmente disponibles.

Figura 25: Los candidatos para pruebas in vitro fueron obtenidos a través de tres etapas de selección. Los
700,000 compuestos iniciales fueron evaluados por acoplamiento molecular en dos cajas de simulación diferentes (azul).
Agrupamos los mejores 200 compuestos por su similitud qúımica; a partir de estos grupos se construyó una biblioteca de
compuestos comercialmente disponibles. Esta nueva biblioteca fue evaluada por acoplamiento molecular ŕıgido y flexible
(cian). Seleccionamos los mejores 20 compuestos para simulaciones de dinámica molecular. A partir del valor de RMSD
seleccionamos los mejores candidatos a pruebas in vitro (verde) y descartamos el resto (rojo).
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5.4.1. El acoplamiento molecular de 700,000 compuestos resulta en 199 potenciales com-
puestos que interactúan con la protéına P en regiones relevantes

Previo a los ensayos de acoplamiento molecular, se redujo el total de compuestos disponibles en la
biblioteca ZINC15 de acuerdo con su peso molecular (200-400Da), carga (neutra), coeficiente de partición
(-0.4 <Log P <5.6) y su disponibilidad comercial. Con estos primeros condicionales, construimos un set de
700,000 que denominamos “biblioteca ZINC15”. Para esta biblioteca efectuamos ensayos de acoplamiento
molecular en 2 cajas diferentes (véase material y métodos). De cada ensayo seleccionamos los compuestos
con un puntaje igual a -7.0 kJ/mol. La primera caja de simulación consideraba el surco de interacción del
5’-ĺıder (figura 28, azul) y de ella obtuvimos 139 compuestos. La segunda caja consideraba la única cavidad
de la protéına P y parte del surco de interacción del 5’-ĺıder (figura 28, cian); de esta caja se obtuvieron 108
compuestos, de los cuales, 48 eran compartidos con la caja de simulación 1 (figura 26, diagrama de Venn).
Los 199 (108+139-48) compuestos obtenidos fueron agrupados por su similitud qúımica en 48 conjuntos.
De cada conjunto se seleccionó un elemento representativo para la búsqueda de moléculas comercialmente
disponibles. Con este proceso se construyó una biblioteca de 599 compuestos que son distribuidos por la
compañia Sigma Aldrich.

Figura 26: De los ensayos de acoplamiento molecular con los compuestos de la biblioteca ZINC15, selec-
cionamos 199 compuestos. Se realizaron ensayos en dos cajas de simulación diferentes; la primera consideró el surco de
interacción del 5’-ĺıder (azul) y la segunda consideró la única cavidad en la protéına P (cian). De los dos ensayos se seleccio-
naron 248 compuestos con una puntuación igual a -7.0 Kcal/mol; 48 de estos compuestos son compartidos en ambas cajas
(diagrama de Venn)

5.4.2. La selección por acoplamiento molecular de los candidatos disponibles comercial-
mente resulta en 20 compuestos

Estos 599 compuestos fueron evaluados por acoplamiento molecular en las cajas de simulación previa-
mente descritas. Adicionalmente, en la caja de simulación 1 se realizó un ensayo de acoplamiento molecular
flexible, en donde se permit́ıa el acomodo de distintos aminoácidos pertenecientes al surco de interacción
del 5’-ĺıder (figura 27, derecha). Se seleccionaron los 20 compuestos con menor puntaje de Autodock Vi-
na como candidatos a simulación por dinámica molecular. Estos 20 compuestos estaban incluidos en los
mejores del ensayo flexible y 7 en los mejores 20 de los 3 ensayos (figura 27, izquierda).
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Figura 27: De los 3 ensayos independientes de acoplamiento molecular se seleccionaron 20 candidatos para
simulación por dinámica molecular. Izquierda, muestra las 2 distintas cajas de simulación (azul y cian); en negro los
aminoácidos seleccionados para el acoplamiento molecular flexible. Derecha, muestra la distribución de los compuestos con
el menor puntaje de Autodock Vina.

5.4.3. Simulaciones de dinámica molecular permiten reducir a cinco los candidatos para
pruebas in vitro

Para tratar de evitar falsos positivos, sometimos estas 20 moléculas a simulaciones de dinámica mole-
cular. Para cada complejo de la protéına P con los diferentes ligandos se calculó el RMSD de la distancia
entre los centros de masa de la protéına y el ligando. A través de este cálculo definimos 3 parámetros para
la selección de los candidatos a pruebas in vitro (anexo 3):

1) Variación máxima del RMSD (RMSDmax). Con este valor, definimos si el complejo protéına-ligando
era estable (RMSDmax <3Å) o no (RMSDmax >3Å). Aquellos compuestos que formaban complejos lábiles
fueron descartados (figura 28, derecha). Los complejos estables fueron corroborados con dos repeticiones
independientes (figura 28, izquierda).

Figura 28: Los compuestos simulados pueden ser catalogados en 2 grupos de acuerdo con su RMSDmax.
Izquierda, muestra el comportamiento t́ıpico de un complejo estable (RMSDmax <3 Å). Derecha, muestra el comportamiento
t́ıpico de un complejo lábil (RMSDmax >3 Å).

2) Valor promedio de RMSD en las tres simulaciones (RMSDprom). Con este valor definimos si el
comportamiento de cada complejo era constante y se redujo el ĺımite para definir un complejo estable
(RMSDprom <2 Å). De la selección con los primeros dos filtros, descartamos 9 de los 20 compuestos
iniciales (figura 29).
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Figura 29: Se seleccionaron 11 compuestos que forman complejos estables con la protéına P. Se graficó el
promedio del RMSD para cada complejo protéına-ligando junto con su desviación estándar. Se indica en rojo los compuestos
que forman complejos lábiles y en verde los complejos estables.

El análisis RMSDpromedio nos ayudó a determinar si un ligando se encontraba en contacto con la
protéına P. Sin embargo, este parámetro no es útil para definir el sitio de interacción de la protéına y el
ligando, por lo que para cada grupo de datos se calculó:

3) Valor de RMSD más frecuente (RMSDmodal) y asociamos este valor al área de contacto entre la
protéına y el ligando (figura 30). Por último, emparentamos el RMSDmodal con la posición del ligando
dentro de la simulación. Para puntualizar la búsqueda, descartamos aquellos compuestos con un área de
contacto amplia (RMSDmodal >1 Å) (anexo 4).

Figura 30: El RMSDmodal nos ayudó a puntualizar la búsqueda a 5 candidatos para pruebas in vitro. Valor de
RMSD más frecuente durante las 3 simulaciones de los ligandos que forman complejos estables con la protéına P. Este valor
fue asociado a que la posición del ligando era sobre la protéına P (cian), utilizando como referencia los compuestos purpurina
y FTU (azul). En rojo se muestran los compuestos descartados por tener una amplia área de contacto (RMSDmodal >1 Å)
y en verde los compuesto seleccionados para pruebas in vitro.
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5.4.4. Ensayos control indican que los resultados del protocolo in silico deben tomarse con
cautela

Por razones presupuestarias y loǵısticas, no fue posible adquirir ninguno de los 5 candidatos propuestos
por el protocolo in silico. Sin embargo, gracias a la colaboración del Instituto de Qúımica de la UNAM
(a través de la Dra. Adela Rodŕıguez Romero), obtuvimos una molécula similar a los compuestos 201 y
239 de análisis in silico (véase anexo 4). Este compuesto es un derivado del ácido antraĺınico con un peso
mayor a 250 Da , que denominamos compuesto A. Con este compuesto probamos la interacción con la
protéına P, titulando la concentración del compuesto desde 300 μM a 75 μM. Si bien se observó un cierto
comportamiento dosis-respuesta (figura 35, izquierda), la curva de asociación no llega a saturarse, lo que
impide calcular la afinidad de la protéına por el compuesto, de cualquier manera se estima que estaŕıa
en el rango de micromolar alto. Dado este resultado realizamos las pruebas in silico de este compuesto
y lo contrastamos con nuestros candidatos. En cuanto al puntaje obtenido por acoplamiento molecular,
el compuesto A debeŕıa ser descartado como candidato a simulación por dinámica molecular (puntaje
de Vina <-7.0 Kj/mol). Sin embargo, al realizar la simulación, este compuesto se comporta como un
candidato a pruebas in vitro (figura 31, derecha). Este resultado pone de manifiesto que el protocolo de
discriminación in silico debe ajustarse para las simulaciones por dinámica molecular a condiciones más
astringentes, como mayor cantidad de sal monovalente o tal vez mayor tiempo de simulación, siendo el
fin último que representen un “espejo” de las mediciones de afinidad experimentales.

Figura 31: El compuesto A se une de manera dosis-dependiente a la protéına P. Izquierda, muestra el sensograma
de las curvas de titulación del compuesto A con un de concentración de 75 μM – 300 μM. La concentracion de la protéına P
con colas de histidinas se mantuvo en 0.05 mg/mL (3.6 μM). Derecha, muestra la variación de RMSD de la distancia entre
los centros de masa de la protéIna P y el compuesto A.
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5.4.5. El conjunto de datos obtenidos indica que es necesario afinar las distintas estrategias
exploradas para mejorar la búsqueda de inhibidores.

El conjunto de los resultados obtenidos podŕıan indicar que, para este sistema en particular, la búsque-
da de inhibidores a través de cristalograf́ıa de rayos X pareciera ser incompatible con la implicación de
tener que trascender el empaquetamiento cristalino. Es desafortunado que los contactos entre moléculas
coincidan con la zona donde interacciona el sustrato, independientemente del contexto del solvente (uso
de distintos agentes precipitantes). La estrategia de utilizar protéınas de fusión parece también demandar
la búsqueda de más candidatos con diferentes longitudes de “linkers” o purificados por separado y luego
cocristalizados, aśı como esquemas de purificación relativamente complejos. Por otro lado, la estrategia
in silico debe ser afinada también para este sistema, al menos en lo que respecta a las simulaciones de
dinámica molecular. Una alternativa a estas aproximaciones para mapear los sitios de unión de mane-
ra indirecta podŕıa ser el uso de mutagénesis dirigida en combinación con interferometŕıa de biocapas.
Previamente se ha explorado un poco esta posibilidad (Ezequiel Alejandro Madrigal Carrillo, Tesis de
Doctorado), pero las mutaciones también se han correlacionado con una menor estabilidad de la protéına.
Si se logra trascender este problema con otra bateŕıa o tipo de mutaciones, tal vez este será el mejor
camino de exploración.
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6. Conclusiones

Las fusiones de la protéına P no parecen ser promisorias por la necesidad intŕınseca de utilizar
condiciones desnaturalizantes en la purificación.

Un cambio en condiciones de cristalización y parámetros cristalinos no implica un cambio en los
contactos moleculares de la red.

Los protocolos de simulación de dinámica molecular para evaluar la unión de ligandos a la protéına
P deben ser calibrados, de ser posible, con un sistema experimental.

7. Perspectivas

Cocristalizar la protéına P con el dominio de la PylRS, producido de manera independiente, en
presencia de pre-tRNA. La obtención del complejo ternario de las dos protéınas y el pre-tRNA
podŕıa aportar información de la interacción del 5’-ĺıder con la protéına P

Realizar diversos controles con compuestos en los que se haya probado experimentalmente que se
unen a la protéına P, a pesar de que no sean inhibidores y verificar sus parámetros de salida en
diversos programas de acoplamiento molecular y tratar de ajustar los parámetros de las dinámicas
moleculares para que correspondan relativamente a las distintas afinidades registradas. La inclusión
de suficientes controles experimentales podŕıa generar una plataforma confiable para la búsqueda
de inhibidores contra la protéına P.
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9. Anexos

9.1. Anexo 1. Formulación amortiguadores de lisis protéına TmP-PylRs

Amortiguador Aditivo
1 50 mM Tris-HCl pH 7.5 500 mM Cloruro de Sodio
2 50 mM Tris-HCl pH 7.5 500 mM Sulfato de Potasio
3 50 mM Tris-HCl pH 7.5 250 mM N-óxido de trimetilamina
4 50 mM Tris-HCl pH 7.5 50 mM Arginina
5 50 mM Tris-HCl pH 7.5 50 mM Ac. Glutamico
6 50 mM Tris-HCl pH 7.5 50 mM Arginina/Ac.Glutamico
7 50 mM Tris-HCl pH 7.5 20 % w/v PEG 3350
8 50 mM Tris-HCl pH 7.5 1 % v/v Tween 20
9 50 mM Tris-HCl pH 7.5 10 % v/v Glicerol
10 50 mM Tris-HCl pH 7.5 500 mM Sacarosa
11 50 MM Fosfatos de Na pH 8.0 500 mM Cloruro de Sodio
12 50 MM Fosfatos de Na pH 8.0 500 mM Sulfato de Potasio
13 50 MM Fosfatos de Na pH 8.0 500 mM N-óxido de trimetilamina
14 50 MM Fosfatos de Na pH 8.0 50 mM Arginina
15 50 MM Fosfatos de Na pH 8.0 50 mM Ac. Glutamico
16 50 MM Fosfatos de Na pH 8.0 50 mM Arginina/Ac.Glutamico
17 50 MM Fosfatos de Na pH 8.0 20 % w/v PEG 3350
18 50 MM Fosfatos de Na pH 8.0 1 % v/v Tween 20
19 50 MM Fosfatos de Na pH 8.0 10 % v/v Glicerol
20 50 MM Fosfatos de Na pH 8.0 500 mM Sacarosa

Cuadro 4: Formulación de amortiguadores de lisis para la protéına TmP-PylRS. Para la formulación de la bateŕıa
de amortiguadores se tomaron las 20 combinaciones posibles de 2 valores de pH con 10 aditivos diferentes.
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9.2. Anexo 2. Condiciones de cristalización para protéına P con precipitante diferente
a PEG.

Kit Posición Precipitante Sal Amortiguador Aditivo
CS A1 30 % (v/v)

MPD
0.02 M cloruro de calcio
dihidratado

0.1 M Acetato de sodio
pH 4.6

CS A2 0.4 Tartrato de sodio tetra-
hidratado

CS A3 0.4 Fosfato de amonio mo-
nobásico

CS A11 1 M Fosfato de amonio mo-
nobásico

0.1 M Citrato de Sodio
dihidratado pH 5.6

CS C1 1 M Acetato de Sodio trihi-
dratado

0.1 M Imidazol pH 6.5

CS D8 0.2 M Formato de magne-
sio dihidratado

CS E2 0.5 M Cloruro
de Sodio

0.01 M Cloruro de Magne-
sio hexahidratdo

0i.001M
HDTAB

CS E3 25 % (v/v) Eti-
lenglicol

CS E4 35 % (v/v)
Dioxano

CS E9 2 M Cloruro de Sodio 0.1 M Acetato de sodio
trihidratado pH 4.6

CS E11 1 M Hexanen-
diol

0.01 M Cloruro de cobal-
to(II) hexahidratado

0.1 M Acetato de sodio
trihidratado pH 4.6

CS G2 1.8 M Sulfato
de Amonio

0.01 M Cloruro de cobal-
to(II) hexahidratado

0.1 M MES pH 6.5

Nx D6 5 % (v/v) Pro-
panol

0.01 M Cloruro de magne-
sio hexahidratado

0.05 M Tris-HCl ph 7.5

SRx D7 1.5 M Nitrato de Sodio 0.1 M Acetato de sodio
trihidratado pH 4.6

SRx E1 1.0 M Fosfato de amonio
monobásico

0.1 M Acetato de sodio
trihidratado pH 4.6

SRx F7 0.8 M Sulfato de litio mo-
nohidratado

0.1 M Acetato de sodio
trihidratado pH 4.6

SRx G1 1M Sulfato de magnesio hi-
dratado

0.1 M Acetato de sodio
trihidratado pH 4.6

Cuadro 5: Listado de condiciones de cristalización para la protéına P obtenidas por sembrado cruzado. Se
enlista las 20 condiciones de cristalización obtenidas cuyo agente precipitante es diferente a PEG. Para aquellas condiciones
donde no se especifica el agente precipitante, se toma considera el componente con la mayor concentración de la formulación.
Cada condición esta asociada a un kit de cristalización de la compañ́ıa Hamptom Reserch: Crystal Screen (CS), Natrix(Nx),
Salt Rx(SRx).
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9.3. Anexo 3. Sumario de valores obtenidos para la selección de inhibidores para la
protéına P por métodos in sillico.

Acoplamiento Molecular (KJ/Mol) Simulación de dinámica molecular (Å)
ID Caja 1 Caja 2 Flexible RMSDmin RMSDmed RMSDmax RMSDprom RMSDmod
005 -6.3 -6.1 -7.5 0.0004 1.394 16.82 4.74±4.9 1.03
067 -5.9 -6.2 -7.0 0.0004 0.85 1.62 1.11±0.5 0.08
070 -5.7 -7.1 -9.3 0.0005 1.16 14.02 3.08±3.6 0.70
076 -6.2 -6.8 -10.0 0.0004 1.13 3.30 0.97±0.6 0.19
182 -7.5 -7.7 -9.6 0.0005 0.92 2.28 1.00±0.3 0.65
228 -6.8 -7.5 -9.2 0.0004 0.99 1.09 3.01±0.3 0.63
229 -6.7 -7.1 -8.5 0.0005 0.98 11.12 1.38±1.6 0.23
235 -6.8 -7.1 -9.1 0.0004 8.69 12.77 6.93±4.1 10.17
239 -6.9 -7.2 -8.8 0.0004 0.87 2.28 0.79±0.4 0.28
255 -6.4 -6.9 -7.6 0.0005 1.11 2.67 1.11±0.2 1.29
281 -6.3 -6.5 -8.6 0.0004 0.64 1.73 0.56±0.3 0.30
287 -7.1 -5.5 -6.7 0.0004 23.32 27.61 20.26±7.6 19.07
294 -5.6 -6.1 -7.9 0.0004 0.63 2.37 0.78±0.4 0.16
302 -6.5 -6.8 -5.9 0.0004 0.40 1.15 0.49±0.2 0.16
303 -6.1 -6.6 -8.1 0.0005 0.74 2.81 0.84±0.3 0.48
308 -6.5 -6.7 -8.4 0.0004 0.80 1.88 0.87±0.2 0.62
318 -7.1 -6.9 -8.2 0.0004 2.37 8.60 3.33±2.8 0.61
320 -7.7 -7.5 -10.4 0.0004 1.34 11.64 2.73±2.7 1.20
327 -7.1 -7.1 -8.5 0.0004 0.73 8.25 1.68±1.9 0.71
361 -6.3 -6.3 -6.9 0.0005 7.8 10.27 5.31±3.5 1.11
A -5.1 -5.7 -4.7 0.0005 0.99 5.82 1.75±0.5 0.80

Cuadro 6: Datos obtenidos de la selección de inhibidores por métodos in silico.
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9.4. Anexo 4. Lista de candidatos a pruebas in vitro.

ID Docking 281
Sigma MDL MFCD02683971
Nombre ZM 336372
MW 389.45
EF C23H23N3O3
IUPAC 3-(Dimethylamino)-N-3-(4-hydroxybenzoyl)amino-4-

methylphenyl-benzamide
ID Docking 302
Sigma MDL MFCD18384955
Nombre BMS 753
MW 351.4
EF C21H21NO4
IUPAC 4-(2,3-Dihydro-1,1,3,3-tetramethyl-2-oxo-1H-inden-5-

yl)carbonylamino-benzoic acid
ID Docking 182
Sigma MDL MFCD20272929
Nombre NVP-BHG712
MW 503.48
EF C26H20F3N7O
IUPAC 4-Methyl-3-1-methyl-6-(3-pyridinyl)-1H-pyrazolo3,4-

dpyrimidin-4-ylamino-N-3-(trifluoromethyl)phenyl-
benzamide

ID Docking 255
Sigma MDL MFCD14585229
Nombre -
MW 322.71
EF C16H10ClF3N2
IUPAC 2-(Chloromethyl)-4-(2-naphthyl)-6-

(trifluoromethyl)pyrimidine
ID Docking 294
Sigma MDL MFCD04544404
Nombre -
MW 264.28
EF C16H12N2O2
IUPAC 4-Cyano-N-(4-acetylphenyl)benzamide
ID Docking 239
Sigma MDL MFCD21335911
Name -
MW 402.29
EF C22H16BrN3
IUPAC 4-1,1-Biphenyl-4-yl-6-(3-bromophenyl)-2-

pyrimidinamine

Cuadro 7: Lista de candidatos a pruebas in vitro
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