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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 proteina (proteina 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 antibiéticos, ya que no tiene un
equivalente estructural ni en secuencia en otros dominios. A pesar de que existen avances para la
busqueda de inhibidores en formatos de alto rendimiento, existen atin limitantes técnicas en este sistema
que impiden realizar bisquedas eficientes a nivel de la estructura tridimensional a través de cristalografia
de rayos X. En este trabajo se exploraron algunas opciones para trascender este problema. Por un lado,
se buscaron nuevas condiciones de cristalizacién de la proteina P, asi como producirla fusionada con
dos distintas proteinas, con objeto de crear espacios dentro del cristal que permitieran la difusién o
cocristalizacién con compuestos mayores a 250 Da. Debido a que el éxito de estas estrategias in vitro
fue limitado, se desarroll6 un esquema in silico en donde, por medio de bibliotecas de compuestos y
su utilizacién en protocolos de acoplamiento y dindmica molecular, se obtuvieron cinco candidatos a
inhibidores. A manera de control, se prob6 un andlogo estérico de estos candidatos en ensayos de unién
a la proteina 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
dindmica molecular se concluye que el compuesto deberia ser estable en su interaccién con la proteina P.
En conjunto, los resultados sugieren que podrian buscarse otras estrategias, como mutagénesis dirigida
acoplada a ensayos de unién, o NMR, que permitan inferir a nivel estructural el sitio de unién de
posibles inhibidores.



1. Introduccion

1.1. Ribonucleasa P

La ribonucleasa P es un complejo ribonucleoproteico con actividad endonucleasa que realiza la catéalisis
figura 1).

metalodependiente de la maduracién del extremo 5’ de los pre-tRNA’s!2 (

RNasa P
Mg+2

pre-tARN tARN maduro

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

Este complejo posee un componente de RNA que lleva a cabo la catdlisis! y uno o mas componentes
proteicos, que varfan entre bacteria, eukarya y archaea 3. En general, el componente de RNA es de mayor
tamano en el dominio bacteria (figura 2, izquierda) y el nimero de componentes proteicos aumenta en
archaea y eukarya®® (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 (cédigo PDB 3Q1Q).
La subunidad de RNA (400 nucleétidos, 125 kDa) y la proteina (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 (cédigo 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. Proteina P

En particular, la RNasa P bacteriana contiene una sola unidad proteica (proteina P) de aproximada-
mente 120 aminodcidos®. La estructura cristalografica de la proteina P de Thermotoga maritima contiene
un solo dominio globular formado por 4 hebras  rodeadas de 4 hélices o 7(figura 3).



Figura 3: Proteina P de Thermotoga maritima. Se muestran los componentes de estructura secundaria de la proteina
P, en rojo hélices o, en amarillo hojas 3 y en verde loops.

Se ha demostrado in wvitro que el componente de RNA es cataliticamente activo en ausencia del
componente proteico. Sin embargo, este ultimo es esencial para la funciéon in vivo. La eficiencia de la
catélisis por parte de la holoenzima aumenta en dos érdenes de magnitud comparada con la del RNA
solo®. Este aumento se atribuye en parte a la estabilizaciéon del extremo 5’ por parte de la proteina P. La
proteina P interacciona con el sustrato por medio de un surco con un alto grado de conservacién ? (figura
4).

2 3 4 5 6

3 3 7 18 K
Variable Conservado

Figura 4: El sitio de unién al 5°’-lider es altamente conservado. Muestra los sitios conservados de la proteina en
cédigo de colores, en azul las regiones variables y en magenta las regiones conservadas (cédigo PDB 1NZ0), los factores
de conservacién fueron obtenidos comparando 150 homélogos estructurales depositados en el PDB por medio del servidor
Consurf. En color negro se muestra la posicién del esqueleto de fosfatos al alinear la estructura de la holoenzima con la
proteina.

1.3. Busqueda de inhibidores contra la RNasa P

La subunidad de RNA ha sido el blanco predilecto para el desarrollo de inhibidores, debido a su funcién
catalitica!®13. Sin embargo, se debe resaltar que este componente es comiin para todos los dominios de
la vida. Por otro lado, la proteina P se encuentra sélo en el dominio bacteria, y no cuenta con homologos
en secuencia ni estructura con los otros dos dominios!4'5 (figura 5). Por ello, creemos que la proteina P
representa un mejor blanco para el desarrollo de inhibidores especificos™®18.
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Figura 5: El dominio bacteria posee una sola proteina sin homologia de secuencia ni estructura con los
dominios archaea o eukarya. Diagrama de Venn indicando la distribucién general de las subunidades proteicas de la RNasa
P en los tres dominios de la vida, cada circulo representa el total de componentes proteicos presentes de las ribonucleasas P
de cada dominio y las intersecciones muestran los componentes homélogos compartidos (Tomado de Herndndez et. al, 2012).

1.4. Antecedentes

En el laboratorio de adscripcion se diseié una plataforma de alto rendimiento para la busqueda de
inhibidores dirigidos contra el componente proteico de la ribonucleasa P bacteriana!®. Durante estos en-
sayos se analizaron distintas bibliotecas de compuestos y fragmentos a través de ensayos de actividad,
unién y anélisis de estructuras tridimensionales?®?3. La buisqueda inicio evaluando distintos cocteles de
compuestos por ensayos de actividad de la holoenzima con un sustrato fluorescente (minihélice), se con-
firma la inhibicién de la actividad por medio de gel y se obtiene la IC5y con el sustrato canénico (figura
6, rojo). Los compuestos seleccionados de la deconvolucién de los cocteles son descartados si muestran
afinidad por el RNA P. Contrariamente, si muestran afinidad por la holoenzima y la proteina P se evalia
si interfieren la unién del pre-tRNA y el 5-lider (figura 6, verde). Finalmente, determiné el sitio de unién
de los compuestos por medio de cristalografia de rayos x y/o simulaciones de dindmica molecular (figura
6, azul).

Busqueda de inhibidores contra la proteina P

Cribado de compuestos

l (2560 compuestos)
Ensayos de actividad Ensayos de union Analisis estructural
R —— — ' r
(Fluorescencia/Gel) (BllJ) (MD/cristalografia)
by W2, 2

Deconvolucion de cocteles dik ri\f Q\»‘% :

(*b) RNAP | GOEW &\ e
1 Complejo proteina P-

inhibidor

Confirmacion

(Mh, pre-RNAt) Interferencia pre-tRNA
Cr ZO J,
o —1 B A
o Y |
ICs0 (M, pre-RNAt bipartito) “Proteina P Interferencia 5°-lider

Figura 6: Plataforma para la biisqueda de inhibidores dirigidos contra la proteina P. Se muestra el esquema de la
plataforma desarrollada para la busqueda de inhibidores contra la proteina P bacteriana (Tomado de Madrigal et. al, 2012).



Mediante la plataforma desarrollada durante el trabajo del Dr. Alejandro Madrigal, se encontré el
compuesto purpurina, que presenta una inhibicién total de la unién del extremo 5’-lider en el rango
micromolar. La estructura cristalografica revela que la unién de la purpurina con el surco de interaccion
del 5’-lider (figura 7, izquierda) podria impedir estéricamente la unién del sustrato (figura 7, centro) .
En paralelo, se determiné la estructura en complejo con el compuesto 1-(4-Fluorophenyl)-2-thiourea, un
fragmento cuyo sitio de unién es cercano al de la purpurina (figura 7, derecha). Estos dos compuestos
representan una entidad atractiva para la obtencién de un compuesto que sirva como escalafén para el
desarrollo de inhidores con mayor afinidad por el surco de unién al 5-lider!?.

=N
S

‘\‘

Figura 7: La proteina P puede unir otros ligandos ademés del 5’-lider. Se muestra la misma orientaciéon de la
proteina P en los 3 paneles. Izquierda, se muestra el sitio de unién del compuesto purpurina (morado) encontrado por medio
de cristalografia de rayos X (cédigo PDB 6MAX). Centro, se muestra la sobreposiscién del sitio de interaccién de extremo 5-
lider. Derecha, se muestra la localizacién del compuesto (4-fluorophenyl)- 2-thiourea (magenta) encontrado en una buisqueda
de fragmentos por medio de cristalografia de rayos X (codigo PDB 6CQC).

Dentro de la plataforma propuesta, la determinacion de estructuras tridimensionales por cristalografia
de rayos X representa un punto fundamental para entender la relacién estructura-funcién del sistema y
poder desarrollar mejores inhibidores. En este contexto, a pesar de que se logré obtener la estructura de
la proteina P en complejo con purpurina (figura 7, cédigo PDB 6MAX), la red cristalina o “empaqueta-
miento” impide la unién de compuestos de mayor tamaiio, o de sustratos como el 5-lider (figura 8). Por
ello, trascender el problema del empaquetamiento resulta de gran importancia para el desarrollo de méas
y mejores inhibidores.

5-lider

Figura 8: La malla cristalina bloque el surco de interaccion de la proteina P con el 5’-lider. El sitio de unién
con el 5’-lider (negro) de la proteina P (verde) tiene contactos con otra unidad proteica dentro de la malla cristalina.



Con el fin de obtener empaquetamientos alternos, en el presente trabajo se desarrollaron dos enfoques:
la utilizacién de proteinas de fusién y la bisqueda de nuevas condiciones de cristalizacion. De manera
alterna, se abordé el problema de la busqueda de inhibidores a través de métodos in silico: acoplamiento
y dindmica molecular. La formacién de la malla cristalina consiste en regiones de contacto, donde grupos
especificos toman un papel clave para la estabilizacion de un arreglo regular y periédico de las moléculas
de proteina®*. Este fenémeno es influenciado por las propiedades individuales de cada proteina y factores
externos, incluyendo la composicion de la solucién de cristalizacion. En diferentes sistemas de estudio, se ha
demostrado, que cambios en los componentes de la condicién de cristalizacién (amortiguador, precipitante
y aditivo) puede modificar el arreglo de la malla cristalina 2> (figura 9.)

‘)‘? AAU® onoclinico
a2 \ (2

(P3221)

28% (w/v) PEG 1550, 0.15 M MgCl2, 2 M fosfato de sodio, 0.2 M NaCl y
0.1 M Tris-HCl pH 8.6 70 mM BME pH 6.3

Figura 9: El cambio en las condiciones de cristalizacién puede modificar el arreglo de la malla cristalina.
Izquierda, se muestra la sobreposicién de dos estructuras de lisozima obtenidas en diferentes grupos espaciales, en verde se
muestra la proteina lisozima cristalizada en el grupo espacial P3221 (cédigo PDB 2LZM) y en cian la proteina cristalizada en
el grupo espacial C2 (cédigo PDB 201L). En el centro se muestra el arreglo de la malla cristalina obtenida en la condicién:
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 condicién: 28 % (% /) PEG 1550, 0.15 M cloruro de magnesio.

1.5. Proteinas de fusion

Se ha reportado que las proteinas de fusién pueden promover empaquetamientos alternos?? (figura
10). En particular, la proteina P de Thermotoga maritima ha sido producida como una proteina de fusién
unida a GST?", pero en nuestro grupo no se ha intentado purificar y cristalizar la construccién fusionada.
Por las caracteristicas individuales de ambas proteinas, creemos que es posible obtener la estructura
cristalografica de las proteinas fusionadas pero esta construccion no permitiria e la cocristalizacién con
el pre-tRNA. Por lo que para para el presente trabajo, también se realizé una bisqueda de candidatos a
proteinas de fusién que cumplieran con las siguientes caracteristicas:

= Generalmente las proteinas de fusiéon son de menor tamafio que la proteina de interés. La proteina
P tiene un peso de 12 kDa por lo que limitamos la biisqueda a proteinas monomeéricas y con un peso
menor a 25 kDa.

= Con el fin de obtener un complejo ternario de las dos proteinas y el pre-tRNA, nos centramos en
proteinas con un sitio de interaccién al tRNA diferente al de la proteina P,

= Que pudiera ser purificada en condiciones desnaturalizantes como ocurre con la proteina P.
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Figura 10: La utilizacion de proteinas de fusién puede generar empaquetamientos cristalinos alternos. Izquier-
da, muestra el esquema de la construccién de proteinas de fusién heterélogas. Centro, muestra el empaquetamiento de la
proteina GFP en azul como proteina de fusién con la proteina DARPin en cian (c6digo PDB 5MAD). Derecha, muestra el
empaquetamiento intrinseco de la proteina GFP (cédigo PDB 6FWW). En conjunto, se puede apreciar que la proteina de
fusién interviene en los contactos cristalinos, creando espacios més amplios en la red para la eventual unién de otros ligandos.

1.6. Pirrolisol tRNA sintetasa

Como resultado de esta buqueda, se seleccioné un dominio de unién a tRNA de la Pirrolisil tRNA
sintetasa (PylRS)3!-33. La estructura cristalografica del complejo de dicho dominio con el tRNAPY! muestra
una proteina globular de 101 aminoacidos que interactiia con 3 bases del tRNA3!. Este sitio de interaccion

(figura 11, izquierda) es distinto al surco de interaccién del 5-lider por parte de la proteina P34(figura 11,
derecha).

Figura 11: El dominio de unién a tRNA de la PyIlRS tiene un sitio diferente al de la proteina P. Izquierda,
se muestra el sitio de interaccién (magenta) del domino de unién a tRNA de la PylRS (rojo) en complejo con su sustrato
(c6digo PDB 5V6X). Derecha, se muestra el sitio de interaccién del 5’-lider con la proteina P en complejo con su sustrato



1.7. Proteina de fusion TmP-PylRS

La proteina de fusion TmP-PylRS esta 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 proteinas y la secuencia de la proteina P (TmP) en
el extremo N-terminal (Figura 12). Pensamos que la proteina de fusion TmP-PylRS podria generar una
malla cristalina alterna para la obtenciéon de complejos de la proteina con ligandos de diversos tamaifios.
Ademas, la interaccion de ambas proteinas con el pre-tRNA podria aumentar la estabilidad del comple-
jo, lo que nos permitiria obtener una estructura cristalina a una resoluciéon suficiente para observar la
interaccion del extremo 5’-lider con la proteina P.

C-terminal

v

N-terminal ’ .
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Pre-tRNA

Figura 12: La interaccién de ambas proteinas podria aumentar la estabilidad del complejo con el pre-tRNA.
Izquierda, se muestra la construccién hipotética de la proteina de fusién entre la proteina P (azul), la distancia minima del
enlace entre las dos proteinas (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 composicién del enlace entre las dos proteinas.



2. Hipotesis

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

3. Objetivos

Objetivo general

Purificar y cristalizar la proteina P de Thermotoga maritima y proteinas fusionadas con la misma.

Objetivos particulares
= Sobreexpresar y purificar diferentes proteinas fusionadas con la proteina P de Thermotoga maritima.
= Cristalizar diferentes proteinas.

= Determinar de la estructura tridimension de las proteinas por critalografia de rayos X y verificar los
contactos cristalinos



4. Metodologia

4.1. Expresion y purificacién de la proteina P silvestre

El gen que codifica para la proteina P (sintesis 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 plasmido fue contrasformado en la cepa de E. coli BL21 (DE3) pLyss con el pldsmido pJ204 que
codifica para la subunidad de RNA de RNAsa P del mismo organismo. Las células se crecieron en medio
LB suplementado con 25 pg/ml de kanamicina, 100 pg/ml de ampicilina y 34 pg/ml de cloranfenicol a
37 °C hasta que la absorbancia a 600 nm (Agp) alcanzara un valor de 0.6. La subunidad de RNA fue
inducida por la adicién de isopropil-3-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) a una concentracién final de 1
mM, continuando el cultivo por 1h en las mismas condiciones. Posteriormente, se adicioné ramnosa a una
concentracién final de 3 mM para la inducciéon de la proteina 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-HCI pH 7.5, 4 mM EDTA, 5% (¥/+) glicerol y 0.1% (¥/+)
NP40). La suspensién celular fue lisada por sonicacion. El lisado clarificado fue centrifugado a 20,00 g; se
recupero el sobrenadante, el cual se llevé a una condicién desnaturalizante con una concentracién final de
5M de urea. Para la purificacién, la proteina fue inmovilizada en una columna de intercambio catiénico SP
Sepharose (Amersham Biosciences) preequilibrada en amortiguador A1 (50 mM Tris-HCI1 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 proteina P eluye a una concentracién de 1.3-1.8M NaCl. La fraccién colectada del paso
anterior fue sometida a un proceso de desalado para eliminar las condiciones desnaturalizantes y replegar
la molécula a través de una columna Sephadex G-25 (GE Helthcare) equilibrada en amortiguador de
desalado (50 mM Tris-HC1 pH 7.5, 0.2 mM EDTA y 1 M NaCl); la fraccién colectada de este paso de
purificacién fue diluida hasta una concentraciéon de 200 mM NaCl en amortiguador A2 (20 mM Tris-HCl
pH 7.50.2 mM EDTA) y cargada en una columna de intercambio cationico fuerte de alta resoluciéon Source
15 (Amersham Biosciences) preequilibrada en amortiguador A2; se eluy6 con un gradiente de 0.2 M — 3M
NaCl en amortiguador B2 (amortiguador A2+3M NaCl). La proteina eluy6 en una concentracién 1M -
1.2 M NaCl. La fracciéon colectada del ultimo paso de purificacién pasdé por un proceso de desalado por
intercambio de amortiguador en un tubo de Amicon Ultra 10,000 MWCO (Millipore) donde se concentro
hasta 13 mg/ml en el amortiguador C (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 0.2 mM EDTA y 50 mM NaCl). La
proteina purificada fue almacenada a 4 °C.

4.2. Busqueda de nuevas condiciones de cristalizacion de la proteina P silvestre

Los ensayos de cristalizacion fueron realizados por la técnica de difusién de vapor en su modalidad de
gota sedente. Los cristales iniciales fueron obtenidos con una concentracién de 3 mg/ml de proteina en
una condicién optimizada (100 mM acetato de sodio trihidratado pH 5.0, 200 mM sulfato de potasio, 18 %
(™/y) PEG 1500) en una temperatura de 25°C, a partir de la reportada por Krivenko y colaboradores en
el 2002. Se recuperaron 10 cristales de una longitud aproximada de 150 ym en 50 ul de solucién madre;
la suspensién fue tratada con perlas de vidrio y un vortex; a partir de la suspensién se prepararon tres
diluciones (1:100,000, 1:1,000,000 y 1:10,000,000) en un volumen adecuado de solucién madre. La busqueda
de nuevas condiciones de cristalizacién se realizé por la técnica de sembrado cruzado® en placas de 3
pozos; se colocaron gotas de 3 pl (1 pl de proteina (3 mg/ml) + 1 yl disolucién de cristales + 1 yl de
solucién madre) con las diferentes disoluciones de cristales y en el reservorio una de las 96 diferentes
condiciones de cristalizacion de los kits de cristalizacién de Hampton Reserch (Salt Rx, Crystal Screen,
PEG/Ion, Natrix, Index). El crecimiento de los cristales fue realizado a 25°C y evaluado después de
una semana. De las condiciones que promueven la cristalogénesis de la proteina, se descartaron todas
aquellas cuyo precipitante fuera PEG (condicién control ya conocida) y se evalu6 el tamafio y morfologia
de los cristales obtenidos en condiciones con un agente precipitante diferente. Para la colecta de datos se
seleccionaron los cristales obtenidos en la condicion A1 (MPD) y E11 (1,6-Hexanediol) del Crystal Screen.



4.3. Colecta de datos

Los juegos de datos fueron colectados a partir de monocristales a temperatura criogénica en el sector
LS-CAT, linea 21-ID-G (energia de 12 keV) en el sincrotrén 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 A,
la distancia al detector varié entre 180-360 mm y se colectaron 180° con oscilaciones de 0.20° - 0.35°
por imagen, el tiempo de exposicién promedio por imagen fue 2.25 s. Las reflexiones se indexaron con el
programa MOSFLM?%, se integraron con el programa XDS37 y se escalaron con SCALA3S.

4.4. Determinacién de la estructura y comprobacion del empaquetamiento

La estructura de la proteina P fue determinada por el método de reemplazo molecular con el uso del
programa PHASER?? de CCP4. El modelo estructural de la subunidad proteica de la RNasa P de T.
maritima fue utilizado como modelo de buisqueda (c6digo PDB 1NZ0). El modelo obtenido fue sometido
a una inspeccién manual en el programa Coot?® donde se realizé la generacién de la malla cristalina y la
sobreposicién del modelo de la holoenzima (cédigo PDB 3Q1R) para comprobar el empaquetamiento del
cristal.

4.5. Expresion y purificacién de la proteina de fusion TmP-PyIRS

La produccion y purificacién de la proteina de fusién TmP-GST se realiz6 con un protocolo modificado
a partir del publicado por Krivenko y colaboradores (2002). La cepa de E. coli BL21(DE3)pLysS se
transformé con el vector pGEX4Ta con el gen que codifica para la proteina P. Dicho vector tiene un
promotor T7 lac, una etiqueta 6x His-Tag y una proteina de fusién GST en el N-terminal de la proteina y
un corte de la proteasa de TEV. A una densidad éptica de 0.4, se induce la expresion de la proteina con
la adicién de 1mM de IPTG, continuando el cultivo por 6-7 hrs en las mismas condiciones. Se centrifugd
el cultivo a 5,000g, se resuspendié 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 %("/y) glicerol, 0.1 %(¥/y) 1 mM TCEP).
El sobrenadante se cargd en una columna de afinidad a iones de niquel preequilibrada en amortiguador A
(50 mM fosfatos de sodio pH 8, 50 mM KCI, 20 mM imidazol); se realizé un lavado de 20 volimenes de
columna y se eluy6 con amortiguador B (50 mM fosfatos de sodio pH 8, 50 mM KCl, 2M imidazol). La
fraccién colectada pasé por un proceso de desalado a través de una columna Sephadex G-25 para eliminar
el imidazol contenido en el amortiguador; la elucién se realizé con amortiguador C (50 mM Tris-HC1 pH
7.5, 5M urea, 1.5M KCl). La fraccién colectada del paso anterior fue dializada en un cassette Slide-A-
Lyser G2 10,000 MWCO (Thermo Scientific) diluyendo la concentracién de urea en intervalos de 0.5M en
amortiguador de replegado (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 1.5M KCIl) cada 2 h para eliminar las condiciones
desnaturalizantes. La proteina dializada se intercambié de amortiguador en un tubo de Amicon Ultra
10,000 MWCO (Millipore) donde se concentré en el amortiguador C (50 mM Tris-HCI pH 7.5 y 50 mM
NaCl). La proteina purificada fue almacenada a 4°C.

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

Para la evaluaciéon de un amplio espacio quimico, se construy6 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 Vina?!. Previamente, se
procesé el modelo de la estructura de la RNasa P bacteriana (c6digo PDB 3Q1R), eliminando el RNA P y
el pre-tRNA. La proteina rasurada y los ligandos fueron preparados para el acoplamiento molecular con el
programa AutoDock Tools. Se realizo el cribado virtual sobre la estructura de la proteina P considerando
dos cajas de simulacién diferentes en dos ensayos independientes. La primera caja de simulacién, con
dimensiones de 20Ax20Ax20A, consideré el surco de interaccién con el 5’-lider y la posicién cristalografica
del compuesto 1-(-4Fluorofenil)-2-tiourea (cédigo PDB 6CQC); la segunda caja de simulacién considerd
el resto de la proteina y tenfa unas dimensiones de 22Ax26Ax24A. Consideramos un acierto a aquellos
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compuestos con un puntaje < 7.0 Kcal/mol. Los aciertos provenientes de ambas cajas de simulacién fueron
unidos en un solo grupo de datos y evaluados en un andlisis de agrupamiento jerarquico.

4.7. Analisis de similitud quimica

Utilizamos las herramientas provenientes de la libreria de Python RTKIT para generar un método de
agrupamiento jerarquico que evaluara la similitud quimica®? entre las moléculas candidatas provenientes
del acoplamiento molecular. Previo al anélisis, 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 libreria FP4 de Open Babel*3. Estas matrices representan la “huella digital” para cada
molécula. Posteriormente se calcul6 la similitud quimica entre cada par de compuestos a través del calculo
del coeficiente de Tanimoto. El reciproco del coeficiente de Tanimoto** 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 sirvié de base para el andlisis de agrupamiento jerarquico. Los resultados del agrupamiento fue-
ron graficados en un dendrograma que denotaba los grupos de similitud. La informacién de estos grupos
fue extraida en forma de tabla para su posterior uso. Las instrucciones de este analisis fueron incluidas
en un archivo texto.

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

Se utilizé6 un compuesto proveniente de cada grupo del analisis de similitud quimica de la biblioteca
ZINC15 para la bisqueda de moléculas disponibles en la compania Sigma Aldrich. De los resultados de la
bussqueda se construy6 una biblioteca de 599 compuestos que se evaluaron por acoplamiento molecular
con los parametros antes descritos. Adicionalmente se realizé un ensayo de acoplamiento molecular flexible
en la caja de simulacién 1. Este ensayo incorporaba flexibilidad a las cadenas laterales de los aminodcidos
que conforman el surco de interaccion al 5’-lider (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 clasificacion.

4.9. Simulaciones de dinamica molecular

Con el fin de purgar falsos positivos, los “aciertos” seleccionados del acoplamiento molecular de la
biblioteca Sigma Aldrich fueron evaluados a través de dindmicas moleculares. La generacién de la topo-
logia para cada ligando fue realizada con la herramienta externa ACPYPE(Antechamber Python Paser
Interface) #°. Se construyé el complejo de la proteina con el ligando para cada “acierto” del acoplamiento
molecular de la biblioteca Sigma Aldrich. Las simulaciones de dindmica 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 parametrizacion del ligando, 2) se ha demostrado
una buena correlacién entre las simulaciones con este campo de fuerza y las mediciones experimentales?
y 3) este campo de fuerza mejora en el calculo del potencial de la rotacién de cadenas laterales?”. 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 niimero de repeticiones se
evalué el RMSD de cada simulacién. Solo se realizaron repeticiones de aquello compuestos cuyos valores
de RMSD se encontraban entre 0-2 A a lo largo de la simulacién.
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5. Resultados

Con el fin de obtener empaquetamientos alternos de la proteina P, se abordaron 2 metodologias:
la utilizacién de proteinas de fusién y la busqueda de nuevas condiciones de cristalizaciéon. Durante el
presente trabajo se evaluaron dos diferentes candidatos como chaperonas de cristalizacién: 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 desarroll6 un método de purificacién en medio desnaturalizante y
se evaluaron distintos medios de replegamiento. Por otro lado, obtuvimos cristales de proteina P silvestre
utilizando diferentes agentes precipitantes y se resolvio la estructura de la proteina P en un grupo espacial

diferente (figura 13, azul).

Sin sitio de interaccién a tRNA]

Proteinas de fusién

(Con sitio de interacciéon a ERNA

Replegamiento

Gradiente

BL21-A1

Hexanediol

Figura 13: La biusqueda de empaquetamientos alternos de la proteina P se dividié en dos fases. Se optimizo el
método de purificacién en condiciones desnaturalizantes de la proteina de fusién TmP-PylRS (rojo). Se desarrollo un método
para la obtencién de la proteina de fusiéon TmP-GST en condiciones nativas (verde). Se obtuvo la estructura tridimensional
de la proteina P silvestre en un diferente grupo espacial (azul).

5.1. Proteina de fusién TmP-PylRS
5.1.1. La proteina de fusién TmP-PyIRS tiene bajos niveles de expresion

Previamente, Krivenko y colaboradores desarrollaron un método para la expresiéon y purificacién de
la proteina P como proteina de fusién con GST. Este método se basa en el uso de condiciones desnatu-
ralizantes para impedir que la proteina P se agregue al unirse inespecificamente a acidos nucleicos®?. El
lisado celular desnaturalizado se carga a una columna iénica con carga negativa a pH de 6.5, con lo que
la mayoria de las proteinas y los acidos nucleicos eluyen, uniéndose las proteinas cargadas positivamente.
Debido a que se esperaba que la construccion TmP-PylIRS tuviera esta misma caracteristica, replicamos
este tratamiento con ella. Sin embargo, el rendimiento de esta purificacién 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 proteina TmP-PylRS de manera
diferencial

Con el fin de aumentar el rendimiento de la purificacién, realizamos pruebas de expresiéon utilizan-
do distintas cepas. Al comparar cualitativamente los niveles de expresion de la proteina 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-
tracién inicial muy baja de la proteina. Para la blisqueda de un sistema de expresién 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 proteina de fusién TmP-PylRS. Cuatro presentaron una expresion diferencial
al comparar el cultivo control y el cultivo inducido (cuadro 1). Debido a que a priori la induccién 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 expresién en ausencia y presencia del
inductor de diferentes cepas de E.coli
Cepa Induccién idistingible Induccién distinguible
BL21(DE3)pLyss X
BL21(DE3) X
BL21-Al X
Turbo X
NiCo X
ArticExpress X

Cuadro 1: Se encontraron cuatro cepas con una induccién relativamente clara de la proteina de fusién
TmP-PylRS. Resultado de experimentos de expresiéon comparando el cultivo control (sin inducir) y el cultivo inducido
(IPTG+ramnosa). Recopilacién de cuatro experimentos de expresién independientes y evaluados por SDS-PAGE.

La siguiente etapa consistié en determinar la fracciéon del lisado celular (soluble o precipitada) en
que se encontraba la proteina de interés. Para esta evaluacién se seleccionaron las cepas ArticExpress,
BL21-A1 y Turbo. La cepas Turbo y ArticExpress contienen una pequena fracciéon soluble de una banda
en el gel con un peso molecular que corresponde con la proteina de fusién, con el resto de esa banda en
la parte insoluble. Comparando cualitativamente estas dos cepas, ArticExpress presenté mayor cantidad
de proteina de fusién en la parte insoluble (figura 14).

Lisado total Frac. Soluble Pellet
TmP  C-  Ind. C- Ind. C- Ind

245
180
135 1

e & £

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

Para el primer esquema de purificaciéon seleccionamos la cepa Turbo por presentar en apariencia
mayor cantidad de la proteina en la fraccién soluble. La proteina contenida en esta fraccién se cargd
en una columna de afinidad a iones metalicos en condiciones desnaturalizantes. El principal problema a
resolver con este esquema de purificacion fue el grado de pureza con que eluye la proteina. Se evaluaron tres
variantes para la eluciéon en un amortiguador con 2M de imidazol: eluciéon 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 contenian la proteina de fusién y proteinas contaminantes. En cambio, con el
ultimo método, fue posible separar la proteina de los contaminantes. La fracciones que contenian a la
proteina se encontraron en un intervalo 20-50 % de amortiguador B (figura 15). El rendimiento de esta
purificacién fue de 200 pg/L de cultivo, que en su momento consideramos insuficiente para realizar pruebas
de cristalizacion. Aunado a ello, se tuvieron problemas en la reproducibilidad del rendimiento, teniendo en
la mayor parte de los lotes mucho menos proteina que la obtenida inicialmente, por lo que asumimos que
se estaba trabajando con condiciones de cultivo y de amortiguador al margen de lo que permitia obtener
una proteina soluble y optamos por utilizar un esquema de purificaciéon en condiciones desnaturalizantes.

Elucion Ni-NTA
«MP LT FT 5% 10% 15% 20% 25% 50%
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Figura 15: Es posible obtener pura y soluble a la proteina de fusién TmP-PylRS por afinidad a Ni-NTA
y elucién por gradiente escalonado. Gel SDS-PAGE 15 %. Muestra los pasos de purificacién de la proteina de fusién
TmP-PylRS en una columna de afinidad Ni-NTA. De izquierda a derecha se muestra el marcador de pesos (MP), lisado total
(LT), fraccién sin afinidad por la columna (FT) y las fracciones obtenidas de la elucién por gradiente escalonado (5-50 % de
amortiguador B).

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

Disefiamos un esquema de purificacién con base en que la cepa ArticExpress expresaba visualmente
mayor cantidad de proteina en la fraccién insoluble y a que los componentes de la proteina de fusién
tenian afinidad por acidos nucleicos. Asi, recuperamos la proteina contenida en la fraccién insoluble en
un medio desnaturalizante con 8M de urea. La purificacién se realizé por cromatografia de intercambio
catidénico, con un gradiente de 0.1-3M de NaCl. Las fracciones correspondientes al tercer pico de elucién
(figura 18, izquierda) contenian una banda con un peso molecular que corresponde a la proteina de fusién
sin contaminantes (figura 16). Con este esquema aumentamos el rendimiento de la purificacién a 7 mg/L
de cultivo. Buscamos condiciones que nos permitieran trasladar la mayor cantidad de proteina posible a
la fraccién soluble. Construimos una bateria de amortiguadores de lisis utilizando dos valores de pH (7.5 y
8.0) y 10 diferentes aditivos (Anexo 1). No encontramos ninguna condicién que solubilizara a la proteina,
por lo que procedimos a realizar pruebas de replegado con la proteina purificada, pero desnaturalizada.
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Figura 16: La purificacién por intercambio aniénico en condiciones desnaturalizantes aumenta significati-
vamente el rendimiento de la purificacién de la proteina TmP-PyIRS. Derecha, cromatograma de la purificaciéon
utilizando una columna SP Sepharosa. Se obtuvieron 3 picos y la proteina se encuentra pura el en pico 3 (fracciones 15-21).
Izquierda, SDS-PAGE 15 %, mostrando el seguimiento de la purificacién de la proteina de fusion 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),
fracciOn soluble (SOL), pastilla insoluble=pellet (PEL), fraccién sin afinidad por la columna (FT), pico 1: fraccién 2(E2),
pico 2: fraccién 8(E8) y fraccién 10(E10), pico 3: fraccién 17 (E17) y fraccién 19 (E19).

5.1.5. No se logré la renaturalizacion de la proteina de fusiéon TmP-PylRS

A partir de las fracciones de la purificacién por intercambio aniénico, seleccionamos la que contaba
con mayor concentracion de la proteina de fusién. Para cada ensayo de replegamiento utilizamos 3 mg
totales de la proteina, 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 centrifugacién (Amicon). En ambos casos, se perdio el total de la muestra
por precipitacién. Intentamos evitar la precipitacion de la proteina alargando el tiempo en el proceso de
replegamiento. Exploramos 3 variantes de replegamiento por didlisis: larga, corta y escalonada. A pesar
del cambio paulatino en las condiciones del amortiguador, no fue posible recuperar proteina en la fraccién
soluble (figura 17).

Replegamiento TmP-PyIRS

Dialisis escalonada

Dialisis larga Dialisis corta

Centrifugacion

Amotiguador
desalado

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

= En un intervalo entre 6-8 M de urea, la proteina se mantiene soluble.
= En concentraciones <5M de urea, precipita >50% de la proteina.

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

Cuantificacion de proteina total de los intervalos de
recambio por dialisis escalonada

& Proteina total (%)

100+

50

Proteina total (%)

® A o 6 0w 5 q
Concentracion de Urea (M)

Figura 18: La proteina de fusién TmP-PylIRS se precipita en concentraciones menores a 6M de urea. Segui-
miento de la cantidad total de proteina en intervalos de 1M expresada en porcentaje del proceso de didlisis escalonada. El
experimento se realizé con 3 ml con una concentracién de 2.2 mg/ml de proteina (6.8 mg de proteina total).

5.2. Proteina de fusion TmP-GST
5.2.1. No se logré la renaturalizacion de la proteina de fusion TmP-GST

Para su purificacién, la proteina P es expresada como proteina de fusién con GST. Se utilizan agentes
cautropicos para prevenir la agregacion, posteriormente la proteina de fusién es cortada en el lisado celular
y purificada en condiciones desnaturalizantes en una columna de afinidad a iones metéalicos. Se intenté
este mismo esquema de purificacién, pero sin cortar la proteina de fusién. La fraccion colectada de la
purificacién contenia una banda con un peso correspondiente al de la proteina de fusion, asi como otra
banda de poco menos de 35kDa (figura 19).
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Figura 19: Es posible purificar la proteina de fusién TmP-GST en condiciones desnaturalizantes. SDS- PAGE
15% que muestra el seguimiento de la purificacién de la proteina de fusién de la protefna P (14.3 KDa) y la proteina
GST (27.2kDa) como chaperona de cristalizacién. De izquierda a derecha: Marcador de peso (MP), lisado total (LIS),
Pastilla=pellet (PEL), fraccién soluble (SOL), fraccién sin afinidad por la columna(FT), elucién Ni-NTA (ni-NTA).

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

Replegado por dialisis escalonada Replegado en columna

MP LIS SOL I;EL FT RF DES _MP LIS SOL_FT Ni-NTA RF

135

+—TmP-GST

Figura 20: Es posible obtener bajas cantidades de la proteina de fusién TmP-GST en condiciones éptimas
para su cristalizacién. Derecha. Seguimiento de la purificacién, replegamiento y desalado de la proteina de fusién de la
protefna P (14.3 KDa) y la protelna GST (27.2kDa). Izquierda, seguimiento de la purificacién a través de replegamiento
por columna. Marcador de peso (MP), lisado total (LIS), pellet (PEL), fraccién soluble (SOL), fraccién sin afinidad por la
columna (FT), elucién Ni-NTA (Ni-NTA), replegado (RF), desalado (DES) y replegado (RF).
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5.3. Proteina P silvestre

Como alternativa al trabajo con proteinas de fusién, buscamos nuevas condiciones de cristalizacién
para la proteina P. Los primeros ensayos de cristalizacion se realizaron por el método de difusiéon 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
reportadas®3, las cuales contienen PEG entre 400-6000. A partir de las condiciones en donde encontramos
cristales de mayor tamano, titulamos la concentraciéon de precipitante (PEG 400, 550, 1000, 1500, 3350 y
6000), la concentracion de sal (sulfato de potasio) y el pH del amortiguador (acetato de sodio trihidratado)
(cuadro 2). Determinamos la condicién de cristalizacién que inhibe el crecimiento de agujas y favorecié el
crecimiento de placas de mayor tamano (figura 21).

Componente Intervalo Condicién 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 titulacién de los componentes de la solucién madre para la cristalizacién de la proteina P silvestre

Figura 21: La condiciéon de cristalizacién optimizada favorece la formaciéon de placas de mayor tamano.
Cristales obtenidos en la condicién optimizada (100 mM de acetato de sodio trihidratado pH 5.0, 200 mM Sulfato de potasio,
18 % PEG 1500)

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

Colectamos cristales de la proteina P provenientes de la condicién optimizada y los utilizamos como
“semillas” para la bisqueda de nuevos cristales utilizando de nuevo los distintos kits disponibles y logramos
obtener una gran variedad de cristales en esta ocasién (figura 22). Agrupamos las diferentes condiciones
en tres grupos de acuerdo al agente precipitante: sales (10 agentes precipitantes), solventes orgénicos (4
agentes precipitantes) y polimeros (7 agentes precipitantes) (Anexo 2).
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PRECIPITANTES DE LAS CONDICONES DE
CRISTALIZACION PROTEINA P
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Figura 22: Se encontraron 21 condiciones nuevas de cristalizacién con un diferente agente precipitante.
Muestra de manera grafica el nimero de condiciones de cristalizacion de los diferentes kits. En azul se resalta las condiciones
cuyo agente precipitante es una sal o un solvente orgénico.

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

derecha) como precipitante.

b ' 3 \

Figura 23: Para la colecta de datos se seleccionaron los cristales con morfologia diferente a los cristales semilla.
Izquierda, se muestran los cristales de la proteina P, obtenidos en las condiciéon 0.02 M cloruro de calcio dihidratado, 0.1
M acetato de sodio trihidratado pH 4.6, 30 % (V/v) (4/-)-2-Methyl-2,4-pentanediol. Derecha, se muestran los cristales de la

proteina 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 condicién de MPD pues
el patréon de difraccién 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
resolucién de 3.0 A(cuadro 3). El cambio de precipitante cambié el grupo espacial a ortorrémbico y el
numero de moléculas en la unidad asimétrica se redujo de 4 a 2.
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| TmP-MPD | TmP-PEG(1NZ0)
Colecta de datos
Resolucién(A) 58.22(3.19) 30(1.2)
Grupo espacial P2:212¢ P2
Celda unitaria
a, b, c (A) 46.7, 56.2, 103.8 56.2, 64.1, 68.3
o, B, v(°) 90, 90, 90 90, 102, 90
Colecta de datos
Reflexiones totales 43319(6069) 774818 (67203)
Reflexiones tnicas 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/o 16.5(8.0) 5.3 (1.1)
Factor B de Wilson (A?) 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 (A) 0.015 0.01
R.M.S.D angulos (°) 0.221 2.92

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

El modelo obtenido fue sometido a una inspeccién visual en el programa Coot. Para corroborar el
empaquetamiento se generd la malla cristalina y se sobrepuso el modelo de la holoenzima (cédigo PDB
3Q1R). Aunque el cambio del agente precipitante generé cambios en la unidad asimétrica y el grupo
espacial, no modificé el ordenamiento intrinseco de la proteina en el cristal (figura 24).

4

Monémero 2

Q
WA

Figura 24: El cambio en el grupo espacial de la proteina no modifica el empaquetamiento cristalino. En verde
se observa el modelo obtenido de los cristales con PEG 1500 como agente precipitante (triclinico) y en rosa el nuevo modelo
obtenido de los cristales con MPD como agente precipitante (ortorrémbico). Se muestra en negro la posicién del 5’-lider y en
morado el compuesto purpurina.
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5.4. Busqueda 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-
cacion de las proteinas de fusién tuvo un éxito limitado, buscamos redisenar la plataforma ya desarrollada
con anterioridad!®, ahora iniciando la bisqueda por métodos in sillico y terminando con el andlisis in
vitro (figura 25). Partimos de una biblioteca virtual de mas 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 seleccién. Los
700,000 compuestos iniciales fueron evaluados por acoplamiento molecular en dos cajas de simulacién diferentes (azul).
Agrupamos los mejores 200 compuestos por su similitud quimica; a partir de estos grupos se construyé una biblioteca de
compuestos comercialmente disponibles. Esta nueva biblioteca fue evaluada por acoplamiento molecular rigido y flexible
(cian). Seleccionamos los mejores 20 compuestos para simulaciones de dindmica 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 interactiian con la proteina 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 particién
(-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 simulacién consideraba el surco de interaccién del
5-lider (figura 28, azul) y de ella obtuvimos 139 compuestos. La segunda caja consideraba la tinica cavidad
de la proteina P y parte del surco de interaccion del 5-lider (figura 28, cian); de esta caja se obtuvieron 108
compuestos, de los cuales, 48 eran compartidos con la caja de simulaciéon 1 (figura 26, diagrama de Venn).
Los 199 (108+4-139-48) compuestos obtenidos fueron agrupados por su similitud quimica en 48 conjuntos.
De cada conjunto se seleccioné un elemento representativo para la bisqueda de moléculas comercialmente
disponibles. Con este proceso se construyé una biblioteca de 599 compuestos que son distribuidos por la
compaiiia Sigma Aldrich.

Compuestos provenientes del acoplamiento molecular de la biblioteca ZINC15

Caja de simulacion 1

60

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 simulacién diferentes; la primera consideré el surco de
interaccién del 5-lider (azul) y la segunda consider6 la tnica cavidad en la proteina P (cian). De los dos ensayos se seleccio-
naron 248 compuestos con una puntuacién igual a -7.0 Kcal/mol; 48 de estos compuestos son compartidos en ambas cajas
(diagrama de Venn)

5.4.2. La seleccién 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 simulacién previa-
mente descritas. Adicionalmente, en la caja de simulacién 1 se realiz6 un ensayo de acoplamiento molecular
flexible, en donde se permitia el acomodo de distintos aminodcidos pertenecientes al surco de interaccion
del 5-lider (figura 27, derecha). Se seleccionaron los 20 compuestos con menor puntaje de Autodock Vi-
na como candidatos a simulaciéon por dindmica 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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Seleccion de los mejores 20 compuestos de la bibloteca

Simulacién rigida 1

Figura 27: De los 3 ensayos independientes de acoplamiento molecular se seleccionaron 20 candidatos para
simulacién por dindmica molecular. Izquierda, muestra las 2 distintas cajas de simulacién (azul y cian); en negro los
aminodcidos seleccionados para el acoplamiento molecular flexible. Derecha, muestra la distribucién de los compuestos con
el menor puntaje de Autodock Vina.

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

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

1) Variacién méxima del RMSD (RMSDy,ax). Con este valor, definimos si el complejo proteina-ligando
era estable (RMSD ax <3A) 0 no (RMSDax >34). Aquellos compuestos que formaban complejos labiles
fueron descartados (figura 28, derecha). Los complejos estables fueron corroborados con dos repeticiones
independientes (figura 28, izquierda).
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Figura 28: Los compuestos simulados pueden ser catalogados en 2 grupos de acuerdo con su RMSDyax.
Izquierda, muestra el comportamiento tipico de un complejo estable (RMSDmax <3 A). Derecha, muestra el comportamiento
tipico de un complejo 14bil (RMSDpax >3 A).

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 limite para definir un complejo estable
(RMSDprom <2 A). De la seleccién con los primeros dos filtros, descartamos 9 de los 20 compuestos
iniciales (figura 29).
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RMSD promedio de la distancia entre proteina P y el ligando
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Figura 29: Se seleccionaron 11 compuestos que forman complejos estables con la proteina P. Se grafico el
promedio del RMSD para cada complejo proteina-ligando junto con su desviacién estandar. Se indica en rojo los compuestos
que forman complejos labiles y en verde los complejos estables.

El andlisis RMSDpromedio nos ayudé a determinar si un ligando se encontraba en contacto con la
proteina P. Sin embargo, este parametro no es 1til para definir el sitio de interaccién de la proteina y el

ligando, por lo que para cada grupo de datos se calculé:

3) Valor de RMSD mas frecuente (RMSDy,04a1) ¥ asociamos este valor al area de contacto entre la
proteina y el ligando (figura 30). Por ultimo, emparentamos el RMSD;,0qa1 con la posicién del ligando
dentro de la simulacién. Para puntualizar la bisqueda, descartamos aquellos compuestos con un area de

contacto amplia (RMSDypoqa1 >1 A) (anexo 4).

RMSD modal de la distanca entre la proteina P y el
ligando
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Figura 30: E1 RMSDn0da1 nos ayudé a puntualizar la basqueda a 5 candidatos para pruebas in vitro. Valor de
RMSD més frecuente durante las 3 simulaciones de los ligandos que forman complejos estables con la proteina P. Este valor
fue asociado a que la posicién del ligando era sobre la proteina P (cian), utilizando como referencia los compuestos purpurina
y FTU (azul). En rojo se muestran los compuestos descartados por tener una amplia drea de contacto (RMSDmoda >1 A)
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 logisticas, no fue posible adquirir ninguno de los 5 candidatos propuestos
por el protocolo in silico. Sin embargo, gracias a la colaboracién del Instituto de Quimica de la UNAM
(a través de la Dra. Adela Rodriguez Romero), obtuvimos una molécula similar a los compuestos 201 y
239 de andlisis in silico (véase anexo 4). Este compuesto es un derivado del 4cido antralinico con un peso
mayor a 250 Da , que denominamos compuesto A. Con este compuesto probamos la interaccién con la
proteina P, titulando la concentracién del compuesto desde 300 uM a 75 uM. Si bien se observé un cierto
comportamiento dosis-respuesta (figura 35, izquierda), la curva de asociacién no llega a saturarse, lo que
impide calcular la afinidad de la proteina por el compuesto, de cualquier manera se estima que estaria
en el rango de micromolar alto. Dado este resultado realizamos las pruebas in silico de este compuesto
v lo contrastamos con nuestros candidatos. En cuanto al puntaje obtenido por acoplamiento molecular,
el compuesto A deberia ser descartado como candidato a simulacién por dindmica molecular (puntaje
de Vina <-7.0 Kj/mol). Sin embargo, al realizar la simulacién, este compuesto se comporta como un
candidato a pruebas in vitro (figura 31, derecha). Este resultado pone de manifiesto que el protocolo de
discriminacion in silico debe ajustarse para las simulaciones por dindmica molecular a condiciones méas
astringentes, como mayor cantidad de sal monovalente o tal vez mayor tiempo de simulacién, siendo el
fin ultimo que representen un “espejo” de las mediciones de afinidad experimentales.

300 uM
0.4 H

0.3

0.2

nm

. 150 pM

0.1+,

-0.2

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
Tiempo (s)

RMSD backbone/ligando
TmP vs ligando a

—— Simulacién 1
—— Simulacién 2
S5 —— Simulacién 3

Distancia (A)
w IS

N

0 20 40 60 80 100
Tiempo (ns)

Figura 31: El compuesto A se une de manera dosis-dependiente a la proteina P. Izquierda, muestra el sensograma
de las curvas de titulacién del compuesto A con un de concentracién de 75 uM — 300 uM. La concentracion de la proteina P
con colas de histidinas se mantuvo en 0.05 mg/mL (3.6 uM). Derecha, muestra la variacién de RMSD de la distancia entre
los centros de masa de la protelna 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 biisqueda de inhibidores.

El conjunto de los resultados obtenidos podrian indicar que, para este sistema en particular, la biasque-
da de inhibidores a través de cristalografia de rayos X pareciera ser incompatible con la implicacién 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 proteinas de fusién parece también demandar
la busqueda de méas candidatos con diferentes longitudes de “linkers” o purificados por separado y luego
cocristalizados, asi como esquemas de purificacién relativamente complejos. Por otro lado, la estrategia
in stlico debe ser afinada también para este sistema, al menos en lo que respecta a las simulaciones de
dindmica molecular. Una alternativa a estas aproximaciones para mapear los sitios de unién de mane-
ra indirecta podria ser el uso de mutagénesis dirigida en combinacién con interferometria 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 proteina.
Si se logra trascender este problema con otra bateria o tipo de mutaciones, tal vez este serd el mejor
camino de exploracion.
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Conclusiones

Las fusiones de la proteina P no parecen ser promisorias por la necesidad intrinseca de utilizar
condiciones desnaturalizantes en la purificacion.

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

Los protocolos de simulacién de dindmica molecular para evaluar la unién de ligandos a la proteina
P deben ser calibrados, de ser posible, con un sistema experimental.

Perspectivas

Cocristalizar la proteina P con el dominio de la PylRS, producido de manera independiente, en
presencia de pre-tRNA. La obtencién del complejo ternario de las dos proteinas y el pre-tRNA
podria aportar informacién de la interaccién del 5-lider con la proteina P

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

9.1. Anexo 1. Formulacién amortiguadores de lisis proteina TmP-PylRs

Amortiguador Aditivo
1 | 50 mM Tris-HCI pH 7.5 500 mM Cloruro de Sodio
2 | 50 mM Tris-HCI pH 7.5 500 mM Sulfato de Potasio
3 | 50 mM Tris-HCI pH 7.5 250 mM N-6xido de trimetilamina
4 | 50 mM Tris-HCI pH 7.5 50 mM Arginina
5 | 50 mM Tris-HCI pH 7.5 50 mM Ac. Glutamico
6 | 50 mM Tris-HCI pH 7.5 50 mM Arginina/Ac.Glutamico
7 | 50 mM Tris-HCI1 pH 7.5 20 % w/v PEG 3350
8 | 50 mM Tris-HCI pH 7.5 1% v/v Tween 20
9 | 50 mM Tris-HCI pH 7.5 10% v/v Glicerol
10 | 50 mM Tris-HCI 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-6xido 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: Formulaciéon de amortiguadores de lisis para la proteina TmP-PylRS. Para la formulacién de la bateria
de amortiguadores se tomaron las 20 combinaciones posibles de 2 valores de pH con 10 aditivos diferentes.



9.2. Anexo 2. Condiciones de cristalizaciéon para proteina P con precipitante diferente
a PEG.
Kit | Posicién| Precipitante | Sal Amortiguador Aditivo
CS | Al 30 % (v/v) | 0.02 M cloruro de calcio | 0.1 M Acetato de sodio
MPD dihidratado pH 4.6
CS | A2 0.4 Tartrato de sodio tetra-
hidratado
CS | A3 0.4 Fosfato de amonio mo-
nobaésico
CS | All 1 M Fosfato de amonio mo- | 0.1 M Citrato de Sodio
nobasico dihidratado pH 5.6
CSs | C1 1 M Acetato de Sodio trihi- | 0.1 M Imidazol pH 6.5
dratado
CS | D8 0.2 M Formato de magne-
sio dihidratado
CS | E2 0.5 M Cloruro | 0.01 M Cloruro de Magne- 0i.001M
de Sodio sio hexahidratdo 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 | El1 1 M Hexanen- | 0.01 M Cloruro de cobal- | 0.1 M Acetato de sodio
diol to(II) hexahidratado trihidratado pH 4.6
CS | G2 1.8 M Sulfato | 0.01 M Cloruro de cobal- | 0.1 M MES pH 6.5
de Amonio to(II) hexahidratado
Nx | D6 5% (v/v) Pro- | 0.01 M Cloruro de magne- | 0.05 M Tris-HCI ph 7.5
panol sio hexahidratado
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 | 0.1 M Acetato de sodio
monobaésico trihidratado pH 4.6
SRx | F7 0.8 M Sulfato de litio mo- | 0.1 M Acetato de sodio
nohidratado trihidratado pH 4.6
SRx | G1 1M Sulfato de magnesio hi- | 0.1 M Acetato de sodio
dratado trihidratado pH 4.6

Cuadro 5: Listado de condiciones de cristalizacién para la proteina P obtenidas por sembrado cruzado. Se
enlista las 20 condiciones de cristalizacion 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 concentracién de la formulacién.
Cada condicién esta asociada a un kit de cristalizacién de la compaiiia Hamptom Reserch: Crystal Screen (CS), Natrix(Nx),
Salt Rx(SRx).
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9.3.

Anexo 3. Sumario de valores obtenidos para la seleccion de inhibidores para la
proteina P por métodos in sillico.

Acoplamiento Molecular (KJ/Mol)

Simulacién de dindmica molecular (A)

ID | Cajal | Caja2 | 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 1.114+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 0.974+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 3.014+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 | -T.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 0.784+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 | -T.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 | -T.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 seleccién 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 MFCDO02683971

Nombre ZM 336372

MW 389.45

EF C23H23N303 ;

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-BHGT712

MW 503.48

EF C26H20F3N70

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 C16H10CIF3N2

IUPAC 2-(Chloromethyl)-4-(2-naphthyl)-6-
(trifluoromethyl)pyrimidine

ID Docking 294

Sigma MDL MFCD04544404

Nombre -

MW 264.28

EF C16H12N202

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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