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1. Resumen

Las proteinas de fusion constituyen una herramienta biotecnoldgica, que suelen ser
usadas como biosensores, para mejoramiento enzimatico, farmacos, purificacion de
proteinas entre otras aplicaciones. En cristalografia de proteinas es comuan el uso
de éstas para facilitar el proceso de expresion y purificacion, al fusionar la proteina
de interés con un péptido o proteina que funciona como una etiqueta. La practica
mas comun es retirar la etiqueta previo a las pruebas de cristalizacion, sin embargo,
varios autores han resaltado que no retirarla puede ser beneficioso, ya que podria
ayudar a disminuir los dos cuellos de botella en el proceso de cristalizacion de
proteinas: la formacion de cristales y el proceso de resolucién de fases. En el
presente trabajo se evalud el uso de las proteinas etiqueta como herramienta en la
cristalografia de proteinas desde los dos enfoques propuestos: 1) evaluando los
beneficios de no retirar la etiqueta en el proceso de purificacién y cristalizacion de
cuatro proteinas que han mostrado ser de dificil cristalizacion; y 2) evaluando la
capacidad de determinar estructuras completas a partir de las fases de la etiqueta
mediante la expansion de fases a la proteina de interés. Lo anterior se hizo sin tener
ninguna informacion estructural previa de la proteina de interés, mediante el uso de
remplazo molecular de la etiqueta y con la construccién automatica de todo el
complejo con ARP/WARP. Ademas, se analizaron algunas caracteristicas de las
etiquetas, proteinas de interés, el cristal y los datos cristalograficos, utilizando
diferentes aproximaciones estadisticas, con el fin de identificar qué factores pueden
influir en la capacidad de extender las fases a partir de la etiqueta. En este trabajo

fue posible expresar y purificar las proteinas HilD, HIlE, yS cristalina y BA1 cristalina



en forma de proteinas de fusion con las etiquetas Tiorredoxina (TRX), Proteina de
union a maltosa (MBP) y la proteina SUMO (por sus siglas en inglés small ubiquitin-
like modifier). Esto permitié obtener purezas y solubilidades mayores a las obtenidas
sin la etiqueta, alcanzando las condiciones que permitieron poner cientos de
pruebas de cristalizacion, algo que no habia sido sencillo lograr sin la presencia de
la etiqueta. Para el caso especifico de estas proteinas de dificil cristalizacion, y con
las etiquetas elegidas, no fue posible obtener cristales. Estos resultados lejos de
indicar que la aproximacion es incorrecta nos indican que, al igual que con las
proteinas no fusionadas, es necesario probar diferentes condiciones que en el caso
de las proteinas de fusién incluyen multiples etiquetas y enlazadores. Ademas, fue
posible identificar la presencia de 385 estructuras de proteinas de fusion
depositadas en el PDB con cinco de las etiquetas mas reportadas. De estas 385
estructuras, fueron elegidas 116 proteinas de fusion para evaluar la expansion de
las fases de la etiqueta a la totalidad de la proteina. Usando estas etiquetas como
generadores de fases fue posible reconstruir 36 de las 116 estructuras de proteinas
de fusion. Los andlisis estadisticos permitieron identificar que la resolucion, el factor
B de Wilson, el porcentaje de solvente, la completitud, la multiplicidad, el porcentaje
de la proteina etiqueta en la proteina de fusién, y la longitud del enlazador
desempeiian papeles fundamentales al utilizar nuestro enfoque. En los casos en los
gue no existe un homologo estructural, este método merece ser incluido en el

conjunto de herramientas de los cristalografos de proteinas.



2. Abstract

Fusion proteins are a powerful tool in biotechnology, used for biosensors, enzymatic
improvement, drug design, and protein purification. These proteins are commonly
used in protein crystallography to facilitate the expression and purification process,
by fusing the target protein to an affinity tag, which can be a peptide or a protein.
Nevertheless, the most common practice is to remove the tag before crystallization.
However, some researchers have shown the utility of not removing them because
they can decrease the two bottlenecks in protein crystallization: the crystal formation
and the phases determination. The present study evaluated the usefulness of tag
proteins in protein crystallography using two approaches: 1) Evaluation of the
benefits of not removing the tag on four difficult crystallization proteins and 2)
Expanding the phases from the tag to the target to determine the complete structure.
The last was carried out without any structural information of target proteins, using
the tag coordinates for molecular replacement followed by an automatic model
building with ARP/WARP. Afterward, some characteristics of the tags and the target
proteins, the crystal, and the data sets were analyzed with different statistical
approximations to identify factors that may influence the ability to extend the phases
from the tag. In this study, it was possible to express and purify the proteins HilD,
HIlE, yS crystalline y BA1 crystalline fused with the thioredoxin, maltose binding
protein and the small ubiquitin-like modifier. The tag presence enables hundreds of
crystallization tests to be conducted, by increasing the purity and solubility. This
would have been difficult to achieve without the tag. It was not possible to obtain

protein crystals from those difficult crystallization proteins. These results do not



indicate a wrong approximation but rather show the need to evaluate multiple
conditions, including different tags and linkers. This study also identified 385 fusion
protein structures with five of the most used tags in the PDB. 116 fusion proteins
deposited on PDB were chosen to test the phase extension starting from the tag.
Using these tags as phase generator it was possible to construct 36 of the 116 fusion
protein structures. Statistical analysis identified that resolution, Wilson B factor,
solvent percentage, completeness, multiplicity, percentage of tag protein in the
fusion protein, and the linker length play critical roles when using our approach. In
cases where a structural homologue does not exist, this method deserves to be

included in the toolkit of protein crystallographers.



3. Acrénimos

PF: Proteina de fusiéon

MBP: Proteina de unién a maltosa (Maltose binding protein)

TRX: Tiorredoxina

SUMO: Small ubiquitin-related modifier

GST: Glutation transferasa

GFP: Proteina verde fluorescente (Green fluorescent protein)

RM: Remplazo molecular

MA: Métodos anémalos

MI: Métodos isomorfos

MIR: Multiple isomorphous replacement

SIR: Single isomorphous replacement

MAD: Multiple anomalous dispersion

SAD: Single anomalous dispersion

MIRAS: Multiple isomorphous replacement with anomalous scattering

SIRAS: Single isomorphous replacement with anomalous scattering

HisTag: Etiqueta de histidina

PDB: Protein Data Bank
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RMSD: Root mean square deviation

LB: Medio Luria Bertani

IPTG: Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido

BLAST: Basic local alignment search tool

PCA: Andlisis de componentes principales (Principal component analysis)

PCAmix: Analisis de componentes principales de datos mixtos (Principal

component analysis of mixed data)
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4. Introduccioén

Las proteinas de fusion (PF) son un tipo de proteina en la que dos 0 mas dominios
se integran en una molécula [1,2]. Pueden ocurrir naturalmente, pero a menudo
estan disefiadas para aplicaciones biotecnolégicas como biosensores, ingenieria
enzimatica, purificacion de proteinas y tratamientos médicos [1,3-6]. Algunas
proteinas de fusion estan compuestas por una proteina de interés fusionada con
una etiqueta o tag, que puede ser un péptido o una proteina; la adicion de la etiqueta
aumenta la expresion y la estabilidad, también mejora la solubilidad y puede
proteger a la proteina de interés de protedlisis. Ademas, muchas de ellas pueden
facilitar la purificacion mediante el uso de cromatografia de afinidad. Este método
puede dar como resultado, en unos pocos pasos de purificacion, purezas de hasta
el 90 % [7,8]. En la cristalografia de proteinas, obtener proteinas con alta pureza es
de suma importancia, por lo que es comun el uso de PFs antes de los ensayos de
cristalizacion [9-11]; sin embargo, lo mas comun es eliminar las etiquetas, antes de
las pruebas de cristalizacién [7,12]. Algunos investigadores afirman que es
necesario eliminar la etiqueta, ya que puede afectar la estructura cristalografica o
incluso la capacidad de cristalizacion, mientras que otros, afirman que su influencia

es nula e incluso puede ser beneficiosa [12].

En el presente trabajo se evaluaron los beneficios de usar PFs en la cristalografia,
tanto en el proceso de formacion de cristales como el de resolucion de fases del
cristal, con el fin de determinar su utilidad y qué caracteristicas se requieren para

poder utilizar las PFs como una herramienta en la cristalografia de proteinas.
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5. Marco teérico

5.1 Proteinas de fusion

Las PFs, también conocidas como proteinas quiméricas, son un tipo de proteina en
la que dos o mas dominios proteicos de origen diferente se integran en una sola
molécula [1,3,4]. Es posible encontrar ejemplos de este tipo de proteinas de forma
natural, algunos asociados a enfermedades, como en el caso de la leucemia
mieloide aguda, donde rearreglos cromosomales generan la expresion de proteinas
de fusion oncogénicas, que en general pueden interferir con el proceso de
diferenciacion mieloide [13,14]. Otras proteinas de fusion encontradas en forma
natural se han asociado a eventos donde la cercania de dos dominios proteicos con
funciones independientes confiere una ventaja evolutiva, esto debido a que la mayor
parte de las proteinas reportadas estan relacionadas funcionalmente, y estan

implicadas en los mismos complejos proteicos y/o procesos bioquimicos [5,15-18].

Sin embargo, la mayoria de las proteinas de fusion existentes son el resultado de
su disefo para aplicaciones biotecnoldgicas [1]. Algunos de los usos mas comunes
incluyen: 1) el disefio de proteinas quiméricas que permitan mejorar el desempefio
de proteinas de interés y reducir sus costos de produccion [19,20]; 2) en ingenieria
enzimatica, donde se busca aumentar las tasas de reaccidn consecutiva o generar
enzimas multifuncionales [1]; 3) su uso como biosensores o reporteros, donde su

principal representante son las PFs con la Proteina verde fluorescente [1,21]; 4) su

13



aplicacion para tratamientos médicos, en los cuales medicamentos de origen
proteico se fusionan a moléculas como anticuerpos o péptidos sefial, que pueden
llegar a conferir un mayor tiempo de vida, trasporte eficaz a través de las barreras
biolégicas, mayor especificidad, entre otros beneficios [2,4,6]; y 5) su disefio con el

fin de facilitar el proceso de purificacion y/o cristalizacion de proteinas [7].

Para el uso de PFs en procesos como sefializacion, expresion y/o purificacion, la
proteina de interés se fusiona con una etiqueta, que puede ser desde un péptido
hasta una proteina con estructura tridimensional definida [7]; la adicion de la etiqueta
confiere beneficios como aumentar la expresion y estabilidad, mejorar la solubilidad
y en muchos casos, proteger a la proteina de interés de la protedlisis [22,23]. La
presencia de la etiqueta facilita la purificacion mediante técnicas cromatogréficas,
ya que muchos de ellos son especificos para purificar mediante cromatografia de
afinidad (Tabla 5.1-1). Estos métodos pueden dar como resultado altos niveles de

pureza en pocos pasos [7,8,24].

14



Tabla 5.1-1: Etiquetas de afinidad mas utilizadas [7].

Etiqueta de afinidad Residuos Tamano (kDa)
Poli-Arginina 5-6 (usualmente 5) 0.80
Poli-Histidina 2-10 (usualmente 6) 0.84

Flag 8 1.01

Strep-tag Il 8 1.06

HAT- (Histidine affinity tag) 19 2.31

3x Flag 22 2.73

Péptido de unién a Calmodulina 26 2.96

Dominios de unioén a celulosa 27-189 3.00-20.00

Péptido de union a estreptavidina 38 4.03
Dominio de unién a quitina 51 5.59
Glutatién transferasa 211 26.00
Proteina de unién a maltosa 396 40.00

15

En las PFs donde la etiqueta es una proteina, se pueden identificar tres secciones
principales: la proteina de interés, la proteina etiqueta y una secuencia enlazadora
o linker (Figura 5.1-1). La seleccion de la etiqueta y del enlazador es un proceso
fundamental a la hora del disefio de la PF. La eleccion de la etiqueta depende del
objetivo que se busca cumplir con la construccién de la PF, del sistema de expresién
a usar y de las caracteristicas de la proteina de interés [7]. La eleccion de los
enlazadores también es decisiva, pues puede ayudar a mejorar la actividad
biolégica, aumentar o disminuir el movimiento y homogeneidad de la muestra,
aumentar el rendimiento de expresion, lograr mejores perfiles farmacocinéticos y

hasta ayudar a promover o impedir la formacion de cristales de proteina [2,3].



Proteina etiqueta Proteina de interés

Figura 5.1-1: Estructura general de una PF.

5.2 Cristalografia de proteinas

La cristalografia de proteinas es una técnica que permite determinar la estructura
tridimensional de proteinas, &cidos nucleicos e inclusive de virus o ribosomas [10].
Para esta técnica, un cristal de proteina es irradiado con una fuente de rayos X, y la
radiacion dispersada por el cristal es colectada [25]. Cuando los rayos X interactian
con un electron que se encuentra dentro de los &omos que constituyen a una
proteina, esté se convierte en fuente de radiacion electromagnética secundaria de
nuevos frentes de onda de rayos X; esta nueva radiacion origina un patrén de
difraccion resultado de la interferencia constructiva y destructiva de la radiacién
dispersada [26]. Es asi que, el patrén de difraccion obtenido es una consecuencia
directa de la estructura molecular de las proteinas que forman el cristal, la geometria

(tamafio y forma) de la celda unitaria y la longitud de onda de los rayos X [27,28].

Debido a que el primer paso para realizar cristalografia de proteinas es la obtencion
de un cristal de buena calidad, es necesario obtener cantidades considerables de la

proteina, ya sea directamente del organismo que la produce o usando proteinas

16



recombinantes [11]. Para la obtencién de un cristal, es ademéas deseable que la
proteina se encuentre con una alta pureza (alrededor del 90%), y sea soluble y

homogénea [25].

Estas caracteristicas necesarias para obtener un cristal convierten el proceso de
cristalogénesis en uno de los cuellos de botella en esta técnica. Esto se debe a que,
en muchos sistemas, no es una tarea simple obtener grandes cantidades de
proteina soluble y homogénea, que permitan llegar a un estado de sobresaturacion
que promueva la cercania entre las moléculas presentes y permita que éstas
interactien [28]. Ademas, la formacion de un cristal se da mediante interacciones
especificas, altamente direccionales y organizadas (Figura 5.2-1), razon por la cual
ademas de requerirse una proteina con alto grado de pureza, deben explorarse
diferentes condiciones como cambios en el pH, concentraciones de sales y

temperaturas, entre otras [9,10].
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Figura 5.2-1: Modelo de formacion de un cristal de proteina tomado de Krauss y
colaboradores (2013) [9]. El aumento de la sobresaturacion promueve la asociacion entre
las moléculas, que comienzan a organizarse en grandes agregados desordenados (a) las
moléculas dentro de los nucleos de tales agregados se reorientan, redistribuyen y forman
interacciones geométricamente mas rigurosas. (b) Estas Ultimas interacciones tienden a
ordenar y estabilizar el nlcleo agregado, que aumenta para producir un nucleo critico. (c)
Finalmente, se convierte en un verdadero cristal. (d) Las moléculas libres se adsorben en la
superficie del cristal y éste aumenta su tamario.
Una vez que se logra obtener un cristal adecuado de proteina, éste se irradia con
una fuente de rayos X con el fin de obtener el patron de difraccion. Este experimento
inicialmente permite obtener informacién sobre el arreglo cristalino [25]. Sin
embargo, para llegar a obtener la densidad electronica (medida de cuantos
electrones hay por unidad de volumen en una region especifica) que originé dicho
patrén, y que se traduce en el modelo estructural de la proteina, es necesario
conocer las fases dentro del cristal, las cuales no son posibles de obtener a partir

de los datos experimentales. Este es el segundo cuello de botella en la cristalografia

y es denominado el problema de las fases [27-29].
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Existen diferentes métodos para determinar estas fases, y la eleccién del método
depende de la informacion disponible sobre la proteina, su secuencia de
aminoécidos y los requisitos experimentales especificos [28,29]. En general, las
fases se pueden obtener de dos formas: 1) usando las coordenadas de una proteina
con una secuencia similar, en un proceso llamado reemplazo molecular (RM), o 2)
encontrando la posicion de los &tomos pesados dentro de la proteina a través del
reemplazo isomorfo (Single isomorphous replacement (SIR), Multiple isomorphous
replacement (MIR)), dispersion anémala (Single anomalous dispersion (SAD),
Multiple anomalous dispersion (MAD)) o la combinacion de ambos métodos (Single
isomorphous replacement with anomalous scattering (SIRAS), Multiple isomorphous
replacement with anomalous scattering (MIRAS)) [30]. El lograr calcular las fases
permite finalmente obtener un modelo de la estructura tridimensional de la proteina

dentro del cristal [31].

] /. Crist;de\‘

| proteina
| /Proteina
| pura

Patrén de
difraccién

// de rayos X
RM

Modelo y i y
cristalografico - O / MI Resolucién
AR / de fases
s e
5

Densidad
electronica

Figura 5.2-2: Esquema general del proceso de resolucién de la estructura de proteinas por

cristalografia. RM: remplazo molecular, MA: métodos andémalos, MI: métodos isomorfos.
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5.3 Proteinas de fusion en cristalografia de proteinas

La cristalografia de proteinas es un campo en el que el proceso de purificacion de
proteinas es crucial, por lo que el uso de PFs antes de los ensayos de cristalizacion
es muy beneficioso [9-11]. Debido a que la cristalogénesis requiere grandes
cantidades de proteina de alta pureza, como se resalté en apartados anteriores, las
PFs resultan una herramienta Gtil para aumentar la expresion y alcanzar los niveles
necesarios de pureza en pocos pasos [12,24,32]. Sin embargo, en la cristalografia
de proteinas, también es una practica comun eliminar la etiqueta después de la

purificacion y antes de continuar con el proceso de cristalizacion [7,24].

Elimpacto de dejar la etiqueta en la estructura de la proteina durante la cristalizacion
es controvertido. Como se menciond previamente, algunos investigadores afirman
gque puede afectar la estructura cristalografica o incluso la capacidad de
cristalizacion de la proteina de interés; mientras que, otros argumentan que la
influencia es insignificante o nula [12]. Aquellos que afirman que afecta el proceso
de cristalizacién, argumentan que la etiqueta no tiene una estructura tridimensional
definida y puede impedir la cristalizacion de la PF al aumentar la heterogeneidad de
la muestra [3,12]. La mayor parte de la evidencia experimental que respalda la
Ultima idea esté relacionada con el efecto de la presencia de etiquetas de histidina
(HisTag). La presencia y ubicacién de esta etigueta (C-terminal o N-terminal) puede
afectar la funcion, la estabilidad de las proteinas, y el proceso de cristalizacion [33—
36]; en algunos casos se ha demostrado que la eliminacién o el cambio en la

posicion de HisTag promueve la formacion de cristales, mejora la resolucion y
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disminuye la mosaicidad® [34,37,38]. Se ha descrito que el efecto generado por
HisTag puede deberse a la interaccion de la etiqueta con la proteina y el sitio activo
de la misma; ademas se ha descrito un aumento en la movilidad, reflejada por

mayores valores de B [33,34,39].

Sin embargo, existen varios argumentos que indican que no es necesario, e incluso
puede ser beneficioso no eliminar la etiqueta. Una prueba de ello es la existencia
de cientos de estructuras cristalograficas en el Protein Data Bank (PDB) [40] en las
cuales el HisTag esta presente en la construccién, pero no es visible en el mapa de
densidad electrénica y donde el plegamiento de la proteina de interés no se ve
seriamente afectado [39]. Otros autores han demostrado la utilidad de seleccionar
etiquetas de mayor tamafio y no eliminarlas para la cristalizacion, principalmente en
proteinas de dificil cristalizacion [41]. La presencia de la etiqueta aumenta la
solubilidad, lo que permite obtener mayores concentraciones que puedan promover
la formacién del cristal, y en algunos casos se ha demostrado que sirven como
matriz para promover la cristalizacion de proteinas que de otra manera no habian
dado lugar a monocristales que permitan determinar su estructura cristalografica

(Figura 5.3-1) [3,12,42,43].

! Mosaicidad es una traduccién libre del inglés mosaicity. Algunos cristaldgrafos hispanohablantes
utilizan el terminé mosaicismo. Sin embargo, este es un término mas utilizado en genética.
Corresponde a una medicion de la dispersidn de las orientaciones del plano cristalino.
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Figura 5.3-1: Estructura de la tiorrexodina fusionada al dominio de homologia al factor U2AF
perteneciente al factor de transcripcion y splicing Poly(U) (TRX-Puf60(UHM)) y su
empaquetamiento en la red cristalina (cédigo PDB: 3DXB). Figura tomada de Corsini y
colaboradores (2008) [32]. Esta estructura es un ejemplo de cémo la etiqueta puede servir
como matriz para cristalizacion. Los dominios TRX se muestran en marrén; los dominios
Puf60(UHM) se muestran en azul. El enlazador GSAM se muestra en naranja. A: Estructura
de un dimero de TRX-GSAM-Puf60(UHM). B: La unidad asimétrica del cristal. C:
Representacion estereoscoépica de la unidad asimétrica con un giro de 90° alrededor del eje
X con respecto a la orientacion que se muestra en B, se puede observar como los TRX en la
capa superior no interacttan con los TRX en la capa inferior. D: Empaquetamiento del cristal
desde dos perspectivas. En el panel izquierdo, los contactos TRX:TRX estan resaltados
flechas marrones. En el panel derecho, los contactos Puf60(UHM):Puf60(UHM) vy

TRX:Puf60(UHM) estén resaltados con flechas azul y azul/marrén, respectivamente.

Adicionalmente, existe evidencia de que el cambio estructural generado por la
presencia de etiquetas mas grandes que HisTag es insignificante en la mayoria de
los casos; esta observacion se respalda en una comparacion de 24 estructuras de

PFs cony sin la etiqueta de proteina de unién a maltosa, que mostré que el cambio
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en el RMSD (desviacion cuadratica media) de los carbonos a entre las estructuras
fusionadas y sin fusionar (calculado sobre los amino&cidos superpuestos) tenian un
valor promedio de 1 A (Tabla 5.3-1). El andlisis de la superposicion de estas
estructuras indicé que, al menos para las estructuras analizadas, no existen
cambios mayores en el plegamiento general de la proteina de interés, y que la
mayor parte de las diferencias se dan en los extremos de las proteinas y con menos
frecuencia en las asas presentes entre algunos elementos de la estructura
secundaria [42].

Tabla 5.3-1: Superposiciones de carbonos a de la estructura de proteinas fusionadas y no

fusionadas con MBP tomado y modificado de Waugh (2016) [42].

PF con Proteina no RMSD Aminoacidos superpuestos/ Porcentaje de aminoacidos
MBP fusionada aminoacidos totales superpuestos (%)
404B 404C 0.74 233/239 97.5
30AI 1NEU 0.94 113/115 98.3
4B3N 2LM3 0.63 175/202 87.1
20K2 3zLJ 0.93 31/31 100
3WAI 3WAJ 0.52 294/368 79.9
2veQ 4P4H 0.67 93/94 98.9
1NMU 1CK2 1.65 100/104 96.1
3G7V 2KB8 3.97* 25/37 67.6
2NVU 3GZN 0.65 338/429 78.8
303U 4LP4 1.05 209/210 99.5
4KV3 4KV2 0.55 90/90 100
4EDQ 3CX2 0.84 105/107 98.1
3H4z 3UV1 0.95 187/190 98.4
4EXK 2Lv4 1.43 103/103 100
4BLS8 4KM9 1.30 354/371 95.7
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41FP 3KAT 0.71 82/84 97.6

3vD8 407Q 1.03 91/93 97.8
4KEG 4KGO 1.20 160/196 81.6
1R6Z 1VYN 1.71 112/116 96.5
4QVH 4QJK 0.68 2241227 98.6
4WMS 4WMR 1.17 145/149 97.3
4WMT 4WMR 0.82 148/149 99.9
4WMU 4WMR 0.92 148/149 99.9
4EXK 2Lv4 1.43 103/103 100

* Ambos polipéptidos adoptan una conformacién a-helicoidal, pero las hélices no se alinean.

También se ha propuesto el uso de PFs para facilitar el proceso de determinaciéon
de la estructura de las proteinas, principalmente en casos donde no se tiene
informacion del posible plegamiento de la proteina de interés. Esto se logra al
expandir las fases de la etiqueta, que posee una estructura conocida, a la proteina
desconocida; este proceso consiste en construir a partir de la secuencia y la
densidad electronica, regiones de la secciéon desconocida y calculando las fases
asociadas a las nuevas regiones, hasta completar la totalidad de la estructura
[3,32,44]. Este enfoque se ha utilizado en multiples PFs que fueron determinadas
utilizando las fases parciales obtenidas de la etiqueta a través del reemplazo
molecular, y expandiendo estas fases a la proteina objetivo usando enfoques

manuales o automaticos [8,22].

De acuerdo a la literatura y a las estructuras de PFs depositadas en el PDB, las
etiquetas proteicas mas comunmente usadas para cristalografia de proteinas
corresponden la Proteina de union a maltosa (MBP), la Tiorredoxina (TRX), la

Glutation transferasa (GST), la Proteina verde fluorescente (GFP) y la Proteina
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modificadora similar a la ubiquitina (SUMO) [12,45,46]. Estas proteinas suelen ser
elegidas por su facilidad para el proceso de purificacion, su alta solubilidad, su color
caracteristico y/o su alta estabilidad [42,45]. También existen algunos reportes del
uso de proteinas como el Apocitocromo termoestabilizado b562RIL, Proteinas

repetidas disefiadas Ankyrin (DARPIns) y la Anexina A2 (ANXA2) [47-51].

En el presente trabajo, se eligieron las siguientes cuatro proteinas de interés para
abordar el estudio de la utilidad de las proteinas de fusién en la determinacién de
estructuras cristalogréficas, las cuales fueron previamente disefiadas con la

presencia de etiquetas.

5.4 Proteinas reguladoras HilD y HilE

Las proteinas HilD y HilE, son reguladores fundamentales en el proceso de invasion
de Salmonella enterica serovar Typhimurium, bacteria de importancia médica
debido a su patogenicidad en humanos y animales, la cual puede causar desde
infecciones intestinales localizadas hasta severas, infectando zonas como los

huesos, las articulaciones, el tracto urinario y los pulmones [52].

HiID es un regulador transcripcional que induce la expresion del sistema de
secrecion tipo 3 (SST3-1) al unirse al promotor de hilA y contrarrestar la represion
mediada por el regulador H-NS [53]. Ademas, forma un circuito de regulaciéon con
RtsA y HilC que amplifica la sefial de activacion de HilA [54]. Debido a la importancia

de HilD para iniciar la infeccibn de Salmonella, esta proteina esta altamente
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controlada. La transcripcion se reprime con el regulador H-NS y se auto activa
positivamente. HilD se regula positivamente por FliZ y Fur y negativamente por la

proteina HilE (Figura 5.4-1) [55,56].

HilD es una proteina de 309 amino&cidos de la familia AraC/Xyls. Las proteinas de
esta familia poseen funciones de regulacion que se caracterizan estructuralmente
por la presencia de un dominio de union a ADN en el C-terminal de alrededor de
100 aminoacidos, y en general son proteinas de baja solubilidad [57]. Debido a estas
caracteristicas, la determinacion de la estructura cristalografica de las proteinas
pertenecientes a esta familia no es facil. En muchos casos, las Unicas estructuras
existentes corresponden al dominio de unién a ADN que representa la region mas
soluble de la proteina [57,58]. Estos rasgos tienen como consecuencia que de las
al menos 830 proteinas de esta familia que han sido descritas [58], solo es posible

encontrar algunas decenas de estructuras de éstas en el PDB.

HIIE es un regulador transcripcional que se encuentra codificado en un gen
localizado en una regién similar a una isla de patogenicidad en el cromosoma de
Salmonella, indicando que su origen podria ser el resultado de una trasferencia
horizontal [59-61]. La funcién principal que se ha descrito para esta proteina es el
regular negativamente la expresion de los genes implicados en el SST3-1 [52]. Esta
proteina se une a HilD evitando su unidon a ADN y, consecuentemente que este
regulador active la transcripcion de SST3-1 [61-63]. En general, se sabe que su
expresion es regulada positivamente por FimZ y LeuO y es reprimida por IsmR y

MIC (Figura 5.4-1) [64,65].
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HIlE es una proteina de 148 amindacidos, que comparte aproximadamente un 30%
de identidad con algunas proteinas denominadas Hcp (Haemolysin corregulated
proteins) de bacterias Gram negativas [61]. Las Hcp se caracterizan por ser
componentes estructurales del sistema de secrecidn tipo 6. Actualmente no se
cuenta con la estructura de HilE, ya que es una proteina con baja solubilidad, lo que

dificulta su estudio [66].

FimZ

LeuO I IsmR
~
HilE
— mMiIC
CsrA
\ A Lon
FZ ..., \/ HN-S fihDC
HilD -
4 \_‘ sinR
Fur =~ IpxR
/ \ Genes fuera de SPI-1 ohoH
gigE
< HilC RtsA= spr8
Hila
Ensamble del S5T3-1
—_—

Célula hospedera Efectores

Figura 5.4-1: Cascada de regulacién de SST3-1 en S. enterica Typhimurium. Figura tomada
de Paredes (2019) [66]. Las lineas negras continuas representan la activacion de la
expresion de los genes, las lineas punteadas representan un mecanismo de activacion

desconocido aun y las lineas rojas indican represion.

5.5vS y BA1 Cristalina humana

Las cristalinas son las proteinas que se encuentran con mayor abundancia en el

lente ocular [67]. Estas células se caracterizan por ser alargadas, y no tienen
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recambio durante toda la vida del organismo; por lo que, para el correcto
funcionamiento del ojo, las proteinas de estas células deben mantener su estructura
y solubilidad, asegurando la transparencia y la organizacién molecular requerida

para las propiedades refractivas del cristalino [68].

Estas proteinas se caracterizan por ser altamente solubles, para poder incorporarse
a la lente en abundancia suficiente para contribuir a la refractividad requerida, ser
extremadamente estables, y ser capaces de tener interacciones supramoleculares
con otras cristalinas formando una matriz estable con un alto grado de orden,

necesario para la transparencia [67,69,70].

Las cristalinas pueden clasificarse en tres tipos, alfa (a), beta (B) y gamma (y)
cristalinas y el contenido de éstas en el cristalino humano es de aproximadamente
28, 43 y 28 % respectivamente [71]. Las a cristalinas son chaperonas moleculares
gue previenen interacciones proteicas aberrantes; mientras que las B y y cristalinas

tienen funciones estructurales [68,70,72].

Con el tiempo, las proteinas del cristalino cambian de conformacion y acumulan
dafos estructurales debido a eventos de oxidacién, desamidacion o escision, lo que
da como resultado interacciones proteina-proteina incorrectas y agregacion, que
finalmente da lugar a cataratas [70]. Ademas, existen mutaciones en las cristalinas
gue pueden provocar anomalias en la organizacion y la estructura de las fibras del
cristalino, lo que genera opacidad o pérdida de transparencia del cristalino,

acelerando el proceso de la formacion de cataratas [67]. Las estructuras de las By
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y cristalinas han sido estudiadas ampliamente, y se sabe que, en general, las 3
cristalinas son una mezcla heterogénea de dimeros y oligdmeros con masas
moleculares entre 50 kDa y 200 kDa; mientras que la mayoria de las y cristalinas,
son proteinas monoméricas con masas moleculares de alrededor de 20 kDa

[67,70,71].

Existen seis (3 cristalinas homdlogas con masas moleculares entre 22 y 28 kDa, tres
de ellas con puntos isoeléctricos ligeramente mas bajos conocidos como BA
cristalinas (acidas), y las tres restantes conocidas como las 3B cristalinas (basicas)
[67,71]. Dentro de este grupo, las BA3/A1 cristalinas destacan al ser el unico caso
donde dos polipéptidos se traducen a partir de un unico ARNm utilizando sitios de
inicio alternativos [73,74]. Para el gen que codifica esta proteina, se ha reportado
una mutacion denominada Nuc 1, la cual consiste en una insercion de 27 pares de
bases en el exdn 6 del gen que resulta en la pérdida de un residuo de glicina
absolutamente conservado (G178 en BA3) y su reemplazo por 10 nuevos residuos
de aminoacidos [67,75]. Esta mutacion genera la enfermedad denominada catarata
zonular con opacidades suturales [73]. La BA1 cristalina es una proteina constituida
por 198 residuos y posee una masa molecular de 23 kDa, de la cual no se ha logrado

determinar su estructura experimentalmente hasta la fecha.

Por otra parte, las cristalinas mas abundantes en el cristalino humano corresponden
a las yC, yD y yS [76]. Existen reportes de multiples mutaciones en este grupo de
cristalinas, las cuales afectan su empaquetamiento en el cristalino y comprometen

la transparencia, dando lugar a la opacificacion del cristalino. Tales mutaciones,
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cuando se heredan, pueden provocar cataratas congénitas [76—78]. La yS-cristalina
es una de las principales cristalinas, encontrandose principalmente en la region
externa del cristalino humano, donde su abundancia aumenta con la edad debido a
la expresion posnatal [79]. La yS cristalina es una proteina constituida por 177
residuos, se compone por dos dominios que se conectan por un enlazador de seis
residuos y sus estructuras tridimensionales han sido resueltas por cristalografia de
rayos X y por resonancia magnética nuclear [77,80,81]. Sin embargo, existe una
discrepancia entre si la forma funcional es el estado monomérico o dimérico, y el
papel de los mismos en la formacion de cataratas [79]; por lo tanto, cristales con
nuevos arreglos cristalograficos y el analisis de las interacciones proteina-proteina
generadas en un cristal con una etiqueta, pueden proveer mas informacion que
aporte a comprender la discrepancia observada entre las diferentes estructuras

determinadas.
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6. Justificacion

La cristalografia de proteinas es una de las técnicas mas exitosas para determinar
la estructura tridimensional de proteinas [10]. Sin embargo, existen dos cuellos de
botella que pueden dificultar el proceso; la formacion de cristales adecuados y la
determinacion de las fases de las ondas electromagnéticas registradas en el
detector [12,28]. Varios autores han resaltado el uso de PFs para superar estos dos
cuellos de botella. La presencia de otra proteina en la construccién puede ayudar a
promover la cristalogénesis al generar la matriz y los contactos necesarios para la
formacion del cristal [3,12,32]. Ademas, si esta proteina posee una estructura
conocida, permite extender las fases a la proteina de interés sin necesidad de tener

informacion estructural de la misma [12,42].

En el presente trabajo se evalud el uso de PFs en cristalografia desde las dos
aproximaciones. Para la primera, se determiné la capacidad de tres etiquetas para
mejorar el proceso de purificacién, aumentar la solubilidad y promover la
cristalogénesis en cuatro proteinas de dificil cristalizaciébn. Para la segunda
aproximacion, se realiz6 la busqueda de estructuras cristalograficas de PFs
depositadas en el PDB con las etiquetas mas utilizadas: Proteina de unién a maltosa
(MBP), Tiorredoxina (TRX), Glutation transferasa (GST), Proteina verde
fluorescente (GFP) y la Proteina modificadora similar a la ubiquitina (SUMO). Entre
ellas, se eligieron 116 entradas para evaluar la eficacia del uso de RM parcial de la
etiqueta, seguido de construccion automatica como metodo para mejorar las fases

y construir la proteina de interés. El objetivo final fue determinar estadisticamente
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las caracteristicas necesarias para expandir con éxito las fases desde la etiqueta
hasta la proteina de interés en una PF utilizando un programa de construccion

automética (ARP/WARP).
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7. Hipdtesis

Las etiquetas TRX, MBP y SUMO fusionados a las proteinas de dificil
cristalizacion HilE, HilD y dos cristalinas humanas (yS y BA1), ayudaran a
mejorar el proceso de la purificacion y la solubilidad de estas proteinas, y
permitirdn generar la matriz cristalina necesaria para formar cristales de
proteina.

La presencia de etiquetas que correspondan a proteinas con estructura
tridimensional definida dentro del cristal permitira calcular las fases de la
totalidad de una proteina de fusién sin necesidad de tener informacién
estructural de la proteina fusionada a dichas etiquetas, ya que se pueden
extender las fases utilizando programas de construccion automatica como

ARP/WARP.
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8. Objetivos

8.1 Objetivo general

Evaluar el uso de etiquetas como estrategia para cristalizar y determinar estructuras

de proteinas.

8.2 Objetivos especificos

Purificar las proteinas HilD, HilE, BA1 cristalina y yS cristalina fusionadas a
las etiqguetas MBP (unida a HilD), TRX (unida a HIilE) y SUMO (unido a BA1

cristalina y yS cristalina).

Evaluar la capacidad de cristalizacion asistida por etiquetas en las proteinas

HilD, HilE, yS cristalina y BA1 cristalina.

Obtener una base de datos actualizada de las estructuras de proteinas de

fusién depositadas en el PDB.

Evaluar la capacidad de reconstruir la proteina de interés a partir de la
proteina etiqueta utilizando ARP/WARP, con datos de difraccion libres del

PDB.

Determinar las variables que tienen una influencia significativa en lograr o no,

reconstruir la proteina de interés a partir de la proteina etiqueta.
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9. Cristalizacion asistida por etiquetas en proteinas de dificil

cristalizacion

9.1 Métodos y materiales

9.1.1 Construcciones de Proteinas de Fusion

Las cepas que expresan las PFs utilizadas en el presente trabajo fueron donadas
para este estudio. En el caso de las cepas Escherichia coli BL21(DE3) transformada
con el plasmido pET32-HIlE y E. coli TOB10f transformada con el plasmido PMAL-
HilD fueron donadas por el Dr. Victor Bustamante del IBt-UNAM. Las cepas de E.
coli BL21(DE3) transformadas con el pE-SUMO CRYGS y pE-SUMO CRYGS
fueron donadas por el Dr. Carlos Amero del CIQ-UAEM. Todas las construcciones
fueron disefiadas previo a este estudio con la presencia de las etiquetas tiorredoxina
(TRX), Proteina de unién a maltosa (MBP por sus siglas en inglés maltose binding
protein) y la proteina SUMO (por sus siglas en inglés small ubiquitin-like modifier);
ninguna de estas construcciones fueron disefiadas originalmente para cristalizacion
asistida, por lo que la eleccién de la etiqueta se basé en sus caracteristicas para
mejorar la expresion, purificacién y/o mejorar su solubilidad. Para el caso de las
construcciones TRX-HIIE y MBP-HIlD, se conocia previamente que la presencia de
la etiqueta no afecta la actividad [66]. En el caso de las SUMO-yS y la SUMO-BA1
cristalinas, han sido estudiadas sin la presencia de la etiqueta. A continuacién, se
muestran las construcciones de las PFs. En letras azules se muestra la secuencia

de la etiqueta respectiva, en letras verdes la secuencia de la proteina de interés, en
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letras rojas la etiqueta de histidinas de estar presente y, en caso de presentarlo,

subrayado en cian la secuencia del enlazador.

TRX-HIIE (Tiorredoxina-HilE)

MSDKIIHLTDDSFDTDVLKADGAILVDFWAEWCGPCKMIAPILDEIADEYQGKLTV
AKLNIDQNPGTAPKYGIRGIPTLLLFKNGEVAATKVGALSKGQLKEFLDANLAGSE
SGHMHHHHHHSSGLVPRGSGMKETAAAKFERQHMDSPDLGTDDDDKA /14
KLDGIEGESRIKGFENQIKLIAYNHNPTKRESGEARGTYIGGLTLTKPVDLATPGLY
EHYCNGKTVKEGVLTLCRRDKGAMLPFIIYTLTNVRISRMSNHGDAEGSATETVD

LVYSHIRWDIPALASKSKTRRPLHRQALWR
MBP-HIiID (Maltose binding protein-HilD)

MKIEEGKLVIWINGDKGYNGLAEVGKKFEKDTGIKVTVEHPDKLEEKFPQVAATG
DGPDIIFWAHDRFGGYAQSGLLAEITPDKAFQDKLYPFTWDAVRYNGKLIAYPIAV
EALSLIYNKDLLPNPPKTWEEIPALDKELKAKGKSALMFNLQEPYFTWPLIAADGG
YAFKYENGKYDIKDVGVDNAGAKAGLTFLVDLIKNKHMNADTDY SIAEAAFNKGE
TAMTINGPWAWSNIDTSKVNYGVTVLPTFKGQPSKPFVGVLSAGINAASPNKELA
KEFLENYLLTDEGLEAVNKDKPLGAVALKSYEEELAKDPRIAATMENAQKGEIMP

NIPOMSAFYAVRTAVINAASGRQTVDEALKDAQTNSSSNNNNNNNNNLGIEGRIS
EEBSVENVTFVSNSHQRPAADNLQKLKSLLTNTRQQIKSQTQQVTIKNLYVSSFT
LVCFRSGKLTISNNHDTIYCDEPGMLVLKKEQVVNVTLEEVNGHMDFDILEIPTQR

LGALYALIPNEQQTKMAVPTEKAQKIFYTPDFPARREVFEHLKTAFSCTKDTSKGC
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SNCNNKSCIENEELIPYFLLFLLTAFLRLPESYEIILSSAQITLKERVYNIISSSPSRQ

WKLTD

SUMO-y S cristalina (small ubiquitin-like modifier- yS cristalina)

MGHHHHHHGSLQDSEVNQEAKPEVKPEVKPETHINLKVSDGSSEIFFKIKKTTPL

RRLMEAFAKRQGKEMDSLRFLYDGIRIQADQAPEDLDMEDNDIIEAHREQIGGSK
TGTKITFYEDKNFQGRRYDCDCDCADFHTYLSRCNSIKVEGGTWAVYERPNFAG
YMYILPQGEYPEYQRWMGLNDRLSSCRAVHLPSGGQYKIQIFEKGDFSGQMYET
TEDCPSIMEQFHMREIHSCKVLEGVWIFYELPNYRGRQYLLDKKEYRKPIDWGAA

SPAVQSFRRIVE

SUMO-BAL cristalina (small ubiquitin-like modifier- A1 cristalina)

MGHHHHHHGSLQDSEVNQEAKPEVKPEVKPETHINLKVSDGSSEIFFKIKKTTPL
RRLMEAFAKRQGKEMDSLRFLYDGIRIQADQAPEDLDMEDNDIIEAHREQIGGAQ
TNPTPGSLGPWKITIYDQENFQGKRMEFTSSCPNVSERSFDNVRSLKVESGAWI
GYEHTSFCGQQFILERGEYPRWDAWSGSNAYHIERLMSFRPICSANHKESKMTIF
EKENFIGRQWEISDDYPSLQAMGWFNNEVGSMKIQSGAWVCYQYPGYRGYQYI

LECDHHGGDYKHWREWGSHAQTSQIQSIRRIQQ

9.1.2 Expresién de TRX-HilE

La expresion se realizé a partir de la cepa de Escherichia coli BL21(DE3)
transformada con el plasmido pET32-HilE (E. coli- pET32-HIIE), que expresa la PF
TRX-HIIE. Para esto se realiz6 un cultivo de esta cepa en medio Luria Bertani (LB)
adicionado con ampicilina a una concentracién final de 2 pM. El cultivo se dejé
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crecer a 37 °C hasta alcanzar una DOsoonm de 0.7. Posteriormente, se indujo la
expresion de la proteina TRX-HIIE afiadiendo isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido
(IPTG) a una concentracion final de 200 uM al medio de cultivo e incubandolo a 30
°C por 4 horas. La biomasa se colecto por centrifugacion durante 25 minutos a 3,091

RCF a 4 °C.

9.1.3 Expresién de MBP-HilD

La expresion se realiz6 a partir de la cepa de E. coli TOB10p transformada con el
plasmido PMAL-HIID (E. coli PMAL-HIID) que expresa la PF MBP-HIiID. Las
bacterias transformadas se cultivaron en medio LB con ampicilina a una
concentracion final de 2 yM y glucosa a una concentracion final de 0.2 %, hasta
alcanzar una DOeoonm de 0.7. Posteriormente, se indujo la expresion de la proteina
MBP-HiID afadiendo IPTG a una concentracion final de 200 uM al medio de cultivo
e incubando por 4 horas a 37 °C. La biomasa se colecto por centrifugacion durante
25 minutos a 3,091 RCF a 4 °C. Este procedimiento fue descrito originalmente por

Paredes [66] con modificaciones.

9.1.4 Expresion de SUMO-yS Cristalinay SUMO-BA1 Cristalina humanas

La expresion se realizo a partir de la cepa de E. coli BL21(DES3) transformada con
el pE-SUMO CRYGS y pE-SUMO CRYGS, que expresan las PFs SUMO-yS
Cristalina y SUMO-BA1 Cristalina respectivamente. Para esto se realizaron cultivos

en medio LB adicionado con ampicilina a una concentracién de 100 pg/ml y
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cloranfenicol a 30 pg/ml, y se dejaron crecer a 37 °C hasta alcanzar una DOesoonm de
0.7. Posteriormente, se indujo la expresion de las respectivas proteinas de fusion
afadiendo IPTG a una concentracién final de 200 uM al medio de cultivo e
incubandolo a 37 °C por 4 horas. La biomasa se colect6 por centrifugacién durante

25 minutos a 3,091 RCF a 4 °C.

9.1.5 Purificacion de TRX-HIlE

Para la purificacion de la proteina TRX-HIlE, se lisaron las células producto de la
expresion en la solucion amortiguadora HEPES pH 7.0 50mM adicionado con 150
mM de NaCl y 5 mM de imidazol, junto con solucion inhibidora de proteasas
cOmplete™ (Roche). El lisado se realiz6 mediante sonicacién por 3 minutos en
ciclos de 15 segundos de sonicado y 30 segundos de descanso en una cama de
hielo. El sonicado fue centrifugado por 25 min a 12,298 RCF para obtener el extracto
crudo de proteinas. Después de evaluar la presencia de la proteina en la fracciéon
soluble, mediante SDS-PAGE al 12 %, el extracto se sometié a una cromatografia
de afinidad a niquel. Las proteinas retenidas en esta resina se eluyeron con una
solucion amortiguadora de HEPES pH 7.0 a una concentracion de 50 mM
adicionado con 150 mM de NaCly 500 mM de imidazol. Se colectaron 40 mL en un
gradiente de 0 a 100% de la solucién con 500 mM de imidazol y 20 mL mas con

100% de esta solucién con 500 mM imidazol, en fracciones de 2 mL.

Se realiz6 una electroforesis SDS-PAGE al 12 % para evidenciar la presencia de la
proteina en las fracciones colectadas. Las fracciones fueron reunidas y

concentradas en una unidad para filtracion con centrifuga (Amicon Ultra) con
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tamafio de filtro de 10 kDa, hasta obtener un volumen final de 2 mL, para
posteriormente eliminar el exceso de imidazol mediante una columna de desalacion
SP-10 (Sephadex 25) haciendo cambios escalonados de 100 en 100 desde 400 mM
hasta 0 mM de imidazol, esto con el fin de evitar la precipitacion de la proteina. En
cada paso se colectaron fracciones de 0.5 mL y aquellos que presentaban absorcién
UV 280 nm medida en un Nanodrop, fueron colectadas y llevadas a un volumen de
2 mL y sometidas nuevamente a la columna Sephadex 25 hasta llegar a la
concentracion de 0 mM de imidazol. Las fracciones finales que presentaban sefial
de absorcién UV 280 nm se reunieron y se confirmd la presencia y pureza de la
proteina mediante un SDS-PAGE 12 %. La solucion con la proteina se concentrd
en una unidad para filtraciébn con centrifuga (Amicon Ultra) con tamafio de filtro de

10 kDa y la concentracion final fue estimada mediante el método de Bradford.

9.1.6 Purificacion de MBP-HilD

Para purificar la proteina MBP-HIID, se lisaron las células en la solucién
amortiguadora Tris pH 7.5 200 mM, 200 mM de NaCl, 1 mM de acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) y 0.7 mg/mL de B mercaptoetanol, durante 4
minutos de sonicacion, con 15 segundos de sonicado y 30 segundos de descanso
en una cama de hielo. El sonicado fue centrifugado por 25 min a 12,298 RCF para
obtener el extracto crudo de proteinas. Después de evaluar la presencia de la
proteina en la fraccién soluble, el extracto se sometié a cromatografia de afinidad a
amilosa. Las proteinas retenidas en esta resina se eluyeron con la misma solucién

amortiguadora descrita previamente, adicionada con maltosa a una concentracion

40



final de 10mM y se colectaron 40 mL en un gradiente de 0 a 100% de la solucién

con maltosa, en fracciones de 2 mL cada una.

Se realiz6 un SDS-PAGE al 12 % para evidenciar la presencia de la proteina en las
fracciones colectadas. Estas se reunieron y concentraron utilizando una unidad para
filtracion con centrifuga (Amicon Ultra) con tamafio de filtro de 30 kDa. La proteina
concentrada se someti6 a una cromatografia de exclusion molecular en una
columna Superdex 200 prep. grade 26/60, colectando 80 fracciones de 5 mL
utilizando como soluciéon amortiguadora Tris pH 7.5 a una concentracion de 200
mM, adicionado con 200 mM de NaCly 1 mM de EDTA. Las fracciones eluidas se
analizaron mediante SDS-PAGE al 12 % vy las fracciones correspondientes a una
masa molecular de 78 kDa, fueron reunidas y concentradas utilizando una unidad
para filtracion con centrifuga (Amicon Ultra) con tamafo de filtro de 30 kDa. La
concentracion final fue estimada mediante la absorcion UV 280 nm en un equipo

NanoDrop.

9.1.7 Purificacion de SUMO-yS cristalina humana

Para la purificacion de esta proteina de fusion, se lisaron las células en una solucion
amortiguadora Tris 50 mM, imidazol 10 mM, pH 8.0, durante 5 minutos de
sonicacion, que constaban de 30 segundos de sonicado y 30 segundos de descanso
en una cama de hielo, por 10 minutos. El sonicado se centrifugo por 25 mina 12,298
RCF para obtener el extracto total de proteinas. Después de evaluar la presencia
de la proteina en la fraccion soluble mediante SDS-PAGE 12%, el extracto se

sometié a una cromatografia de afinidad a niquel. Las proteinas retenidas en esta
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resina se eluyeron con la solucion amortiguadora Tris 50 mM, pH 8.0 adicionado
con 500 mM de imidazol. Se colectaron 90 mL en un gradiente de 0 a 100% de la

solucién con 500 mM de imidazol en fracciones de 3 mL.

Se realiz6 un SDS-PAGE al 12 % para evidenciar la presencia de la proteina en las
fracciones colectadas. Estas se reunieron y concentraron utilizando una unidad para
filtracion con centrifuga (Amicon Ultra) con tamafio de filtro de 10 kDa. La proteina
concentrada se sometio a una dialisis en buffer Tris 50 mM pH 8.0, adicionado con
150 mM de NaCl. Posteriormente se realizO una cromatografia de exclusién
molecular en una columna Superdex 75 prep. grade 26/60, colectando 50 fracciones
de 3 mL y utilizando como solucion amortiguadora Tris 50 mM pH 8.0, adicionado
con 150 mM de NacCl. Las fracciones eluidas se analizaron mediante SDS-PAGE 12
% y las fracciones con masa molecular de 43 kDa, correspondientes a la SUMO-yS
cristalina humana, se reunieron y concentraron en una unidad para filtracion con
centrifuga (Amicon Ultra) con tamafo de filtro de 10 kDa. La concentracion final de

la proteina se estimé mediante la absorcién UV 280 nm en un equipo NanoDrop.

9.1.8 Purificacion de SUMO-BA1 cristalina humana

Para la purificacion de la PF SUMO-BA1 cristalina humana, se lisaron las células en
una solucién amortiguadora Tris 50 mM, imidazol 10 mM, pH 8.0, durante 5 minutos
de sonicacion, que constaban de 30 segundos de sonicado y 30 segundos de

descanso en una cama de hielo, por un tiempo total de 10 minutos. El sonicado se
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centrifugdé por 25 min a 12,298 RCF para obtener el extracto total de proteinas.
Posteriormente, se evalud la presencia de la proteina en la fraccién soluble
mediante SDS-PAGE 12 %, y el extracto se sometioé a una cromatografia de afinidad
a niquel. Las proteinas retenidas en esta resina se eluyeron con la solucién
amortiguadora Tris 50 mM, pH 8.0 adicionado con 500 mM de imidazol. Se
colectaron 90 mL en un gradiente de 0 a 100% de la soluciéon con 500 mM de
imidazol en fracciones de 3 mL. Se realizé un SDS-PAGE al 12 % para evidenciar

la presencia de la proteina en las fracciones colectadas.

Las fracciones donde se encontraba la proteina fueron reunidas con el fin de realizar
una cromatografia de interaccion hidrofébica y obtener una muestra con mayor
pureza. Para esto, inicialmente se agregd a la muestra de proteina (NH4)2S0Oa4
(sulfato de amonio) de forma gradual, en cama de hielo y agitacion hasta llegar a
una concentracion de 1.5 M. Esta muestra se aplicé a una columna con resina butil
sefarosa y la proteina fue eluida con un gradiente descendiente de (NH4)2SO4 de
1.5a0 M en 100 mL, colectando fracciones de 2 mL para identificar la presencia de

la proteina mediante SDS-PAGE 12 %.

Posteriormente, las fracciones que presentaban la proteina fueron dializadas para
eliminar el exceso de (NH4)2SOa4. Se realiz0 una cromatografia de exclusion
molecular en una columna Superdex 75 prep. 26/60, colectando 50 fracciones de 3
mL y utilizando como soluciéon amortiguadora Tris 50 mM pH 8.0, adicionado con
150 mM de NaCl. Las fracciones eluidas se analizaron mediante SDS-PAGE al 12

% vy las fracciones correspondientes a una masa molecular de 40 kDa,
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correspondientes a la proteina SUMO-BA1 cristalina humana, se reunieron y
concentraron en una unidad para filtracion con centrifuga (Amicon Ultra) con tamafio
de filtro de 10 kDa. La concentracién se estimé mediante la absorcion UV 280 nm

en un equipo NanoDrop.

9.1.9 Cristalizacion de las Proteinas de Fusion

Con el fin de encontrar condiciones donde se promoviera la formacion de cristales
debida a la presencia de la etiqueta, a partir de las proteinas con una pureza
superior al 90% y concentradas, se pusieron pruebas de cristalizacién por el método
de microbatch de cada una de las 4 PFs purificadas, utilizando los kits de
cristalizacion Wizard |, II, Il y IV, Index | y Il, Crystal Screen | y II, Crystal Screen
Cryo, Crystal Screen lite Quick Screen, Natrix, MembFac y PEG-lon, en dos
diferentes temperaturas 4 y 18 °C. Las pruebas de cristalizacion se observaron
periodicamente para evidenciar la presencia de cristales. Las condiciones con
cristales con caracteristicas comunes a cristales de proteina se repitieron y se

realizaron matrices de optimizacién a partir de éstas.

9.2 Resultados

9.2.1 Expresion y purificacion de TRX-HIlE
Se expreso la PF TRX-HIIE de 34 kDa en un cultivo de 100 mL de cepa de E. coli
BL21(DES3) transformada con el vector pET32-HIlE (Figura 9.2.1-1). El proceso de

purificacion de esta proteina se reporté previamente por Paredes [66] ; Sin embargo,
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con este protocolo, la mayor parte de la proteina se encontraba en la fracciéon
insoluble (indicada por la flecha azul en la Figura 9.2.1-1) y no se lograban obtener

concentraciones suficientes para poner pruebas de cristalizacion.

Figura 9.2.1-1: SDS-PAGE 12 % de la expresion y lisis de TRX-HIlE. MP: Marcador de peso
molecular, A: Perfil de proteinas del cultivo de E. coli BL21(DE3)+pET32-HilE antes de
inducir la expresion de la PF. D: Perfil de proteinas del cultivo de E. coli BL21(DE3)+pET32-
HIIE después de inducir la expresion de la PF con IPTG. S: Muestra soluble resultante de
lisis celular por sonicacion. P: Pastilla que corresponde a la fraccién insoluble obtenida de la
lisis celular por sonicacién. Masa molecular esperada para TRX-HIIE de 34 kDa indicada por

la flecha azul.

Por dicha razon, se realizdé un proceso de optimizacién que permitié obtener una
mayor cantidad de proteina en la fraccion soluble y en mayores concentraciones.
Para esto se evalud la solubilidad de la proteina posterior al proceso de sonicado
en un intervalo de pH 4 a 8 (Amortiguadores: citrato de sodio 50 mM pH 4y 5, MES

50 mM pH 6 y HEPES 50 mM pH 7 y 8). Se pudo evidenciar una mayor cantidad de
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proteina soluble en los pH 6, 7 y 8, de los que se eligi6 el pH de 7.0 por ser en el
que se presentd una mayor cantidad de proteina soluble. Posteriormente, se ensayé
si la adicion de NaCl a concentraciones de 50, 100 y 150 mM, mejoraba la
solubilidad de la proteina; se encontré que la adicién de esta ultima concentracién

mejoraba la solubilidad de la PF (Figura 9.2.1-2).
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Figura 9.2.1-2: SDS-PAGE 12 % de la evaluacién de la solubilidad de TRX-HIlE posterior a
la lisis celular en diferentes valores de pH (Panel A) y diferentes concentraciones de NaCl
(Panel B). MP: Marcador de peso molecular, S: Muestra soluble resultante de lisis celular por
sonicacién. P: Pastilla que corresponde a la fraccion insoluble obtenida de la lisis celular por

sonicacion. Masa molecular esperada para TRX-HIIE de 34 kDa indicada por la flecha azul.

El nuevo protocolo desarrollado consisti6 en una separacién inicial mediante
cromatografia de afinidad a niquel, utilizando la solucion amortiguadora HEPES 50
mM pH 7.0, adicionada con NaCl a una concentracion final de 150mM e imidazol a
una concentracion final de 5 mM, eluyendo la proteina con un gradiente de 5 a 500

mM de imidazol. Fue posible obtener la proteina en un volumen de elucién de
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alrededor de 24 mL, obteniendo una PF con una pureza aproximada del 70 %
(Figura 10.1.1-3).

MP 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Figura 9.2.1-3: SDS-PAGE 12 % de las fracciones obtenidas mediante separacién por
cromatografia de afinidad a niquel del extracto total de proteina de 100 mL de cultivo E. coli
BL21(DE3)+pET32-HilE. MP: Marcador de peso molecular, 6-19: Fracciones obtenidas en la
cromatografia de afinidad a niquel. Masa molecular esperada para TRX-HIlE de 34 kDa

indicada por la flecha azul.

Después de reunir y concentrar las fracciones que contenian la proteina, ésta se
llevé a una columna de desalado SP-10 (Sephadex 25), con el fin de eliminar el
exceso de imidazol proveniente de la cromatografia de afinidad a niquel, y de
obtener una muestra con mayor pureza. Para evitar la precipitacion de la proteina
debido al cambio brusco en la concentracion de imidazol, se realizaron cambios
escalonados de 100 en 100 desde 400 mM hasta O mM de imidazol. Con este
protocolo fue posible obtener concentraciones estimadas por el método de Bradford
de hasta 15 mg/mL, mucho mayores a las obtenidas con el protocolo anterior, donde
estas no superaban concentraciones de 3 mg/mL, y con una pureza mayor al 90 %
(Figura 9.2.1-4).
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Figura 9.2.1-4: SDS-PAGE 12 % de la proteina final utilizada para pruebas de cristalizacion.
MP: Marcador de peso molecular. Masa molecular esperada para TRX-HIlE de 34 kDa

indicada por la flecha azul.

9.2.2 Pruebas de cristalizacion de TRX-HilE

Con la proteina TRX-HIlE a una concentracion de 12 mg/mL, se realizaron pruebas
de cristalizacién por el método de microbatch de los kits comerciales Wizard I, II, llI
y IV, Index |y II, Crystal Screen | y II, Crystal Screen Cryo, Crystal Screen Lite, Quick
Screen, Natrix, MembFac, PEG-lony pH Screen a4y 18 °C, con las muestras previo
a retirar el imidazol y posterior a este proceso (por duplicado). Adicionalmente,
durante este proyecto se probaron dos diferentes matrices y réplicas de condiciones
gue en su momento parecian ser prometedoras. Estas pruebas significaron mas de
5,000 pruebas de cristalizacién evaluadas. En ninguna de las pruebas fue posible
obtener cristales de la proteina TRX-HIlE, por lo que no se logré una cristalizacion

asistida por la presencia de TRX.
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9.2.3 Expresion y purificacion de MBP-HilD

Se expreso la proteina de fusién MBP-HIID de 78 kDa en un cultivo de 1 L de la
cepa de E. coli TOB108 transformada con el vector PMAL-HIID (Figura 9.2.3-1). El
proceso de purificacion de esta proteina se realiz6 como fue reportado previamente

por Paredes [66].
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Figura 9.2.3-1: SDS-PAGE 12 % de la expresion y lisis de MBP-HilD. MP: Marcador de peso
molecular, A: Perfil de proteinas del cultivo de E. coli TOB108+PMAL-HIID antes de inducir
la expresion de la PF. D: Perfil de proteinas del cultivo de E. coli TOB10B8+PMAL-HIID
después de inducir la expresion de la PF con IPTG. S: Muestra soluble resultante de lisis
celular por sonicacién. P: Pastilla que corresponde a la fraccion insoluble obtenida de la lisis
celular por sonicacién. Masa molecular esperada para MBP-HilD de 78 kDa indicada por la

flecha azul.

El protocolo de purificacion consisti6 en una separacidon inicial mediante
cromatografia de afinidad a amilosa como se describi6 en la seccion de métodos y
materiales. La proteina eluy6 en un volumen alrededor de 20 mL del gradiente de

amilosa correspondiente a las fracciones 10 a 15 (Figura 9.2.3-2 A).
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Figura 9.2.3-2: Pasos de purificacion de MBP-HiID a partir de 1 L de cultivo. En A se puede
observar el SDS-PAGE 12 % de las fracciones obtenidas de la cromatografia de afinidad a
amilosa. En B se observa el SDS-PAGE 12 % de las fracciones obtenidas de la cromatografia
de exclusion molecular. En C se observa el cromatograma obtenido en la cromatografia de
exclusion molecular. MP: Marcador de peso molecular, 6-19: Fracciones obtenidas en la
cromatografia de afinidad a amilosa, 40-52: Fracciones obtenidas en la cromatografia de

exclusién molecular. Masa molecular esperada para MBP-HilD de 78 kDa indicada por la

flecha azul.

Las fracciones donde se encontraba la proteina fueron reunidas y dializadas para
someterlas a cromatografia de exclusién molecular en una columna Superdex 200.
Se observd que la proteina eluye en un volumen aproximado de 200 mL y que es
una muestra homogénea con un solo estado oligomérico (Figura 9.2.3-2 By C). Las

fracciones que presentaban la proteina fueron nuevamente reunidas y dializadas
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para eliminar el NaCl. Se logro obtener la proteina MBP-HilD con una pureza entre

el 80 y 90 % (Figura 9.2.3-3).

250

Figura 9.2.3-3: SDS-PAGE 12 % de la MBP- HilD final utilizada para pruebas de
cristalizacion. MP: Marcador de peso molecular. Masa molecular esperada para MBP-HilD

de 78 kDa indicada por la flecha azul.

9.2.4 Pruebas de cristalizacion de MBP-HilD

A partir de la proteina a una concentracion de 20 mg/mL se prepararon mas de
4,000 pruebas de cristalizacion por el método de microbatch de los kits comerciales
Wizard I, 1I, [l y IV, Index | y II, Crystal Screen | y Il, Crystal Screen Cryo, Crystal
Screen Lite, Quick Screen, Natrix, MembFac, PEG-lon, y pH Screena 18 °Cy a 4°C
por duplicado. Ademas, se realizaron matrices y réplicas de condiciones que, en su
momento, parecieron ser prometedoras. En ninguna de las pruebas fue posible
obtener cristales de la proteina MBP-HIID, por lo que no se logré una cristalizacion

asistida por la presencia de MBP.
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9.2.5 Expresion y purificacion de SUMO-yS cristalina

Se expreso la proteina de fusion SUMO-yS cristalina humana de 43 kDa en un
cultivo de 500 mL de la cepa de E. coli BL21(DE3) transformada con el vector pE-
SUMO CRYGS (Figura 9.2.5-1). Para su purificacion el extracto total de proteinas
de la biomasa colectada y sonicada, se someti6é a una cromatografia de afinidad a

niquel como se describid en la seccion de materiales y métodos.
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Figura 9.2.5-1: SDS-PAGE 12 % de la expresion y lisis de SUMO-yS cristalina. MP:
Marcador de peso molecular, A: Perfil de proteinas del cultivo de E. coli BL21(DE3)+pE-
SUMO CRYGS yS antes de inducir la expresion de la PF. D: Perfil de proteinas del cultivo
de E. coli BL21(DE3)+pE-SUMO CRYGS después de inducir la expresion de la PF con IPTG.
S: Muestra soluble resultante de lisis celular por sonicacion. P: Pastilla que corresponde a la
fraccion insoluble obtenida de la lisis celular por sonicacion. Masa molecular esperada para

SUMO-yS cristalina de 43 kDa indicada por la flecha azul.

La PF eluyé en un volumen aproximado de 24 mL de gradiente con imidazol
correspondientes a las fracciones 6 en adelante (Figura 9.2.5-2 A). Posteriormente,

después de reunir, concentrar y dializar las fracciones que en el SDS-PAGE 12%
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mostraron la presencia de la proteina, éstas se sometieron a una cromatografia de
exclusion molecular. En el cromatograma, fue posible identificar dos sefales con
volumenes de elucion de 50 y 75 mL aproximadamente (Figura 9.2.5-2 C). Mediante
SDS-PAGE se confirmd que ambas correspondian a la SUMO-yS cristalina,

indicando que para esta proteina se obtienen dos estados oligoméricos diferentes

(Figura 9.2.5-2B y C).
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Figura 9.2.5-2: Pasos de purificaciéon de SUMO-yS cristalina a partir de 500 mL de cultivo.
En A se puede observar el SDS-PAGE 12 % de las fracciones obtenidas de la cromatografia
de afinidad a niquel. En B se observa el SDS-PAGE 12 % de las fracciones obtenidas de la
cromatografia de exclusidén molecular. En C se observa el cromatograma obtenido en la
cromatografia de exclusién molecular. En D se observa el cromatograma obtenido en la
cromatografia de exclusion molecular 24 horas después de la primera exclusion molecular.
MP: Marcador de peso molecular, 1-14: Fracciones obtenidas en la cromatografia de afinidad
a niquel, 19-32: Fracciones obtenidas en la cromatografia de exclusion molecular. Masa

molecular esperada para SUMO-yS cristalina de 43 kDa indicada por la flecha azul.
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Debido a la cantidad de proteina obtenida, se decidio trabajar con aquella que,
segun el volumen de elucién en la columna utilizada, correspondiera al monémero.
Con el fin de confirmar si esta proteina alcanza un equilibrio de estos dos estados
oligoméricos conforme pasa el tiempo, o si estos eran resultados del proceso de
expresion y purificacion, se decidié tomar las fracciones correspondientes al
mondmero, y 24 horas después someterlo a una nueva exclusion molecular. Se
encontré que se conserva el estado monomeérico al observar una unica senal en el
cromatograma (Figura 9.2.5-2 D). La proteina obtenida se encontraba entonces
homogénea, en forma de monémero y con una pureza mayor al 90 % (Figura 9.2.5-
3).
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Figura 9.2.5-3: SDS-PAGE 12 % de la SUMO-yS cristalina final utilizada para pruebas de
cristalizacion. MP: Marcador de peso molecular. Masa molecular esperada para SUMO-yS

cristalina de 43 kDa indicada por la flecha azul.

9.2.6 Pruebas de cristalizacién de SUMO-yS cristalina

A partir de la proteina concentrada a 20 mg/mL, se prepararon mas de 4,000

pruebas de cristalizacién por el método de microbatch de los kits comerciales
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Wizard I, II, Il y 1V, Index | y II, Crystal Screen | y II, Crystal Screen Cryo, Quick
Screen, Crystal Screen Lite, Natrix, MembFac, PEG-lon y pH Screen a 18 °C y a
4°C por duplicado. Ademas, se realizaron matrices y réplicas de condiciones que
parecieron ser prometedoras. En ninguna de las pruebas fue posible obtener
cristales de la PF, por lo que no se logré una cristalizacion asistida por la presencia

de SUMO.

9.2.7 Expresion y purificacion de SUMO-BA1 cristalina
Se expreso la proteina de fusion SUMO-BA1 cristalina humana de 40 kDa en un
cultivo de 500 mL de la cepa de E. coli BL21(DE3) transformada con el vector pE-

SUMO CRYGS (Figura 9.2.7-1).
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Figura 9.2.7-1: SDS-PAGE 12 % de la expresion y lisis de SUMO-BA1 cristalina. MP:
Marcador de peso molecular, A: Perfil de proteinas del cultivo de E. coli BL21(DE3)+pE-
SUMO CRYGS BA1 antes de inducir la expresién de la PF. D: Perfil de proteinas del cultivo
de E. coli BL21(DE3)+pE-SUMO CRYGS BA1 después de inducir la expresion de la PF con
IPTG. S: Muestra soluble resultante de lisis celular por sonicacion. P: Pastilla que
corresponde a la fraccion insoluble obtenida de la lisis celular por sonicacién. Masa molecular

esperada para SUMO- BA1 cristalina de 40 kDa indicada por la flecha azul.
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El primer paso de purificacion de esta proteina consistié en una cromatografia de
afinidad a niquel como se describioé previamente. La proteina eluy6 en un volumen
de 27 mL de gradiente de 10 a 500 mM de imidazol (Figura 9.2.7-2 A). Este proceso
dio como resultado proteina con una cantidad considerable de contaminantes, por
lo que las fracciones que contenian la proteina se sometieron a una cromatografia
de interaccion hidrofobica. La adicion de 1.5 M (NH4)2SO4 y la separacion con una
butil sefarosa permitié obtener una proteina mas pura. En este proceso, la proteina
eluy6 en un volumen de 50 mL de un gradiente de 1.5 a OM de (NH4)2S0Oa4 (Figura

9.2.7-2 B).

A
L‘ MP 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15

— MP 24 25 26 27 28 29 30 31 32 MP 34 35 36 37 38 39 40 41

Figura 9.2.7-2: Pasos de purificacion iniciales de SUMO-BA1 cristalina a partir de 500 mL
de cultivo. En A se puede observar el SDS-PAGE 12 % de las fracciones obtenidas de la
cromatografia de afinidad a niquel. En B se observa el SDS-PAGE 12 % de las fracciones
obtenidas de la cromatografia de interacciones hidrofébicas. MP: Marcador de peso
molecular, 2-15: Fracciones obtenidas en la cromatografia de afinidad a niquel, 24-41:
Fracciones obtenidas en la cromatografia de interacciones hidrofébicas. Masa molecular

esperada para SUMO- BA1 cristalina de 40 kDa indicada por la flecha azul.
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Las fracciones obtenidas en las que se presentaba la SUMO-BA1 cristalina fueron
reunidas y dializadas para eliminar el exceso de (NH4)2S0O4, y se sometieron a una
cromatografia de exclusién molecular. De las fracciones obtenidas, se tomaron
aquellas que correspondian a la sefial con mayor intensidad que segun el volumen

de elucién correspondia al mondmero (Figura 9.2.7-3).
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Figura 9.2.7-3: Resultados del proceso de cromatografia de exclusion molecular de la
SUMO-BA1 cristalina. En A se puede observar el SDS-PAGE 12 % de las fracciones
obtenidas de la cromatografia de exclusiéon molecular. En B se observa el cromatograma
obtenido en la cromatografia de exclusién molecular en una columna sup75. En C se observa
el cromatograma obtenido en la cromatografia de exclusion molecular 24 horas después de
la primera exclusién molecular en una columna sup200. MP: Marcador de peso molecular,
29-57: Fracciones obtenidas en la cromatografia de exclusién molecular. Masa molecular

esperada para SUMO- BA1 cristalina de 40 kDa indicada por la flecha azul.
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Debido a que, en ensayos previos a implementar la cromatografia de interacciones
hidrofobicas, se presentaban sefales muy intensas de diferentes estados
oligoméricos de la PF, se decidio evaluar la estabilidad de la proteina obtenida. Esto
se realizé sometiendo las fracciones con la proteina a una segunda cromatografia
de exclusion molecular 24 horas después, en una columna Sephadex con un corte
de 200 KDa con el fin de separar mejor las sefales. En esta se observé que la mayor
parte corresponde a la misma sefial (Figura 9.2.7-3 C). La proteina obtenida de este
proceso corresponde a una proteina con una pureza alrededor del 80 % (Figura

9.2.7-4).
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Figura 9.2.7-4: SDS-PAGE 12 % de la SUMO-BA1 cristalina final utilizada para pruebas de
cristalizacion. MP: Marcador de peso molecular. Masa molecular esperada para SUMO- BA1

cristalina de 40 kDa indicada por la flecha azul.
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9.2.8 Pruebas de cristalizacion de SUMO-BA1 cristalina

A partir de la proteina concentrada a 20 mg/mL, se prepararon mas de 4,000
pruebas de cristalizacion por el método de microbatch por duplicado de los kits
comerciales Wizard I, Il, lll y IV, Index | y Il, Crystal Screen | y Il, Crystal Screen
Cryo, Crystal Screen Lite, Quick Screen, Natrix, MembFac, PEG-lony pH Screen a
18 °Cy a 4°C. Ademas, se realizaron matrices y réplicas de condiciones que, en su
momento, parecieron ser prometedoras. En ninguna de las pruebas puestas fue
posible obtener cristales de SUMO-BA1 cristalina; por lo que, no se logré una

cristalizacion asistida por la presencia de SUMO.

9.3 Discusion

Cada vez es mas comun encontrar publicaciones donde se enfatizan los beneficios
del uso de las PFs para obtener estructuras cristalograficas [12,32,41,82]. En la
mayoria de estas, la mas destacada es la capacidad que poseen las etiquetas de
promover los contactos cristalograficos necesarios para la formacion de un cristal,
actuando como ‘chaperonas’ de cristalizacion en proteinas de dificil cristalizacion

[32,42].

En este trabajo, se evalué esta capacidad en algunas proteinas de dificil
cristalizacion, en las cuales su sistema de expresion habia sido disefiado
previamente para generar una proteina de fusion. Como se describié en los
resultados, la presencia de la etiqueta si gener6 un efecto en el proceso de

purificacion. En todos los casos fue posible obtener cantidad de proteina suficiente
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y purezas aceptables para iniciar procesos de cristalogénesis, usando no méas de
tres pasos de purificacion. Ademas, fue posible obtener las proteinas en altas
concentraciones para las pruebas de cristalizacién, que en los casos particulares de
HIlE y HilD, no seria posible alcanzar sin la presencia de la etiqueta, debido a la
poca solubilidad que presentan estos reguladores transcripcionales. Ademas, para
estas dos proteinas, también existe evidencia que la presencia de las etiquetas no
impide su actividad de regulacion [66]. Es asi como en las proteinas estudiadas, la
presencia de la etiqueta permitié llegar méas facilmente a obtener las caracteristicas

necesarias para probar miles de condiciones de cristalizacién.

Sin embargo, a pesar de las miles de condiciones de cristalizacion evaluadas, no
fue posible obtener cristales de proteina de ninguna de las PFs probadas en esta
tesis. Este resultado nos indica que la cristalizacion asistida con etiquetas no es un
método infalible para cristalizar, y que al igual que la cristalizacion de una proteina
sin etiqueta, existen muchos factores que pueden influir (ya sea promoviendo o

limitando) en el proceso de formacién de la red cristalina.

El primer factor para tomar en cuenta es la etiqueta que se debe utilizar. Asi como
cualquier proteina a cristalizar, éste posee caracteristicas diferentes que generan
que las condiciones de cristalizaciéon difieran entre si [83] ; no cualquier etiqueta
puede promover la cristalizacion de cualquier proteina. Una prueba indirecta de esto

es el numero de estructuras cristalograficas depositadas en el PDB para diferentes
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etiquetas. En este trabajo se realizé una busqueda de PFs en el PDB, encontrando
que existen 252 estructuras con MBP, 69 con GFP, 38 con SUMO, 13 con GSTy 13
con TRX (Ver resultados seccion 10.2.1). La diferencia en la cantidad de las
estructuras depositadas con las diferentes etiquetas puede deberse a varios
factores: que no todas promueven la cristalizacion, que las caracteristicas de dificil
cristalizacion de la proteina de interés no son compensadas de igual manera por las
diferentes etiquetas, o bien, que algunas etiquetas se han usado mas
preferentemente que otras para cristalizacion de proteinas. Es de destacar el
aumento en el numero de estructuras depositadas con las etiquetas TRX, GST y
MBP, con el reporte hecho por Waugh [42] hace 7 afos. El numero de nuevas
estructuras de PFs depositadas fue de 10 mas para TRX, siete para mas GSTy 150
mas para MBP. Acorde a lo previamente mencionado, MBP parece ser una de las
etiquetas mas reportadas para cristalizacion y por lo tanto podria ser la primera
eleccion de muchos. Sin embargo, esta diferencia notable también podria deberse
a que MBP sea una mejor ‘chaperona’ de cristalizacion que otras etiquetas,
probablemente debido a que promueve mayores niveles de solubilidad que las
etiquetas TRX y GST [84]. Sin embargo, esto tampoco es garantia, pues para cada
proteina o condiciones especificas, la etiqueta adecuada para cristalizacion puede
variar y es necesario evaluar diferentes opciones, como fue reportado por Ecsédi
[50], donde el uso de MBP no promovio la cristalizacion, a diferencia del uso de la

proteina annexina A2 como etiqueta, que si generd cristales.

El segundo factor a considerar para promover la cristalizacion asistida es la eleccion

del enlazador. Distintos autores han resaltado la importancia de elegir una

61



secuencia adecuada dependiendo la PF y la aplicacion que tendra [2,3,42,85]. Los
enlazadores pueden clasificarse en dos categorias: rigidos o flexibles, y cada uno
aporta caracteristicas diferentes a la PF [2,3]. Los enlazadores rigidos (2 a 5
aminoécidos de longitud) pueden aumentar el area superficial y promover la
formacién de contactos para formar la red cristalina al reducir la movilidad y, por
tanto, la heterogeneidad estructural. Por el contrario, los enlazadores flexibles (de
mas de 10 amino&cidos de longitud) pueden incrementar la concentracion local al
promover mas movilidad y la interaccion entre la proteina etiqueta y la proteina de
interés [3]. No existen suficientes evidencias experimentales que demuestren
tendencias claras para determinar cuales son los parametros a tomar en cuenta
para elegir el enlazador. Aunque puede observarse que la mayor parte de los
enlazadores de las proteinas de fusién depositadas en el PDB no tiene una longitud
mayor a 10-12 residuos, existen multiples ejemplos con enlazadores largos (mas de
20 aminoacidos) que han dado lugar a cristales de proteina (algunos ejemplos son
las estructuras con el codigo PDB: 404B, 6DKS, 4JKM, 6LNP, 1B8X). Ademas, la
longitud parece no ser el Unico factor determinante del éxito de una secuencia
enlazadora; existen ejemplos donde ha sido necesario probar diferentes secuencias
de aminoé&cidos para alcanzar la cristalizacion asistida [3,86]. Los que si es claro es
que tienen una influencia sobre el proceso de cristalizacion asistida, ademas de que
pueden ofrecer muchas otras ventajas como mejorar la actividad y expresion [2].
Adicionalmente, es posible agregar otras moléculas o realizar mutaciones que
promuevan mas facilmente la cristalizacion [42,49,87] . En este caso de estudio, las
proteinas TRX-HIIE y MBP-HIID poseian enlazadores largos y flexibles, y en las

SUMO-yS cristalina y SUMO-BA1 cristalina, la region de unidon era corta,
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acercandose a las dos aproximaciones propuestas, pero en ningun caso se
obtuvieron cristales. Junto con todos los ejemplos descritos en la literatura, y todos
los diferentes enlazadores existentes en las PFs depositadas en el PDB, queda
claro que no hay una regla general que permita predecir cual sera la mejor etiqueta

o enlazador para lograr la cristalizacién asistida.
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Figura 9.3-1: Prediccion de la estructura de las PFs evaluadas en este estudio, realizada
con Alphafold2. Se colorea segun el valor de IDDT (Local Distance Difference Test), el cual
evalla las diferencias de distancia local de todos los atomos en el modelo, y puede ser
tomado como un indicador de confianza de la estructura predicha (rojo = poca confianza;
azul = mayor confianza). A: TRX-HilE, B: MBP-HIID, C: SUMO-yS cristalina, D: SUMO- A1

cristalina.
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Una prediccion de la estructura de las PFs utilizadas, en esta tesis, realizada con
Alphafold2 [88] mostré la presencia de regiones sin estructura secundaria definida
y con baja confianza en el modelo, en las 4 PFs, principalmente en los enlazadores
0 en algunas secciones localizadas de las etiquetas, particularmente en el caso de
SUMO (Figura 9.3-1). Ademas, un analisis de prediccibn de regiones
intrinsecamente desordenadas realizado con IUpred3 [89] mostr6 que estas mismas
regiones poseen mayor probabilidad de ser intrinsecamente desordenadas (Figura

9.3-2).

A pesar de que esto podria ser un indicador de que estas proteinas son dificiles de
cristalizar, existen evidencias de que no es necesariamente asi en todos los casos.
Se realizé la prediccion de la probabilidad de cristalizar estas PFs con el servidor
XtalPRED (Figura 9.3-3) [90], la cual clasifica con dos parametros, el EP, basado
en la longitud, punto isoeléctrico, indice gravy (hidrofobicidad e hidrofilicidad
promedio), prediccion de regiones desordenadas, indice de inestabilidad, estructura
secundaria prevista, estructura prevista de regiones coiled coil y puntuacién de
insercion; y el RF, basado en los mismos parametros anteriores sumado a la
predicciéon de la rugosidad de la superficie, hidrofobicidad, entropia de la cadena
lateral de los residuos de la superficie y composicion de aminoacidos de la
superficie. En ambos casos, un valor mayor indica que son menos prometedores
para la formacién de cristales. En todas la PFs se obtuvieron valores altos, indicando

gue podrian no ser favorables a cristalizar.
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Figura 9.3-2: Prediccién de las regiones intrinsecamente desordenadas en las PFs
evaluadas en este estudio, realizada con |Upred3. El score puede tener valores entre 0 y 1
para cada residuo, correspondiente a la probabilidad de que el residuo dado sea parte de
una region desordenada. A: TRX-HIlE, B: MBP-HiID, C: SUMO-yS cristalina, D: SUMO- A1
cristalina. En los recuadros azules se marca la seccion de la etiqueta, en cian del enlazador

y en verde la proteina de interés.

Sin embargo, este resultado no es algo definitivo que indique que una proteina no
se podra cristalizar. Existen varios ejemplos de proteinas que han sido cristalizadas
a pesar de que su probabilidad en este servidor es baja. En este trabajo

presentamos el ejemplo de la proteina SUMO, que posee multiples regiones
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predichas como intrinsecamente desordenadas, y que segun XtalPRED es poco
probable de cristalizar. Sin embargo, existen mas de 60 estructuras cristalograficas
donde la proteina SUMO estaba presente y en la muchas de ellas las coordenadas
de SUMO pudieron ser determinadas. Igualmente esta el caso de la PF MBP-
EhIP6KA, la cual posee un enlazador con una longitud de 31 residuos y que segun
la prediccion no es muy propensa a formar cristales; a pesar de esto, fue posible
cristalizar esta proteina y su estructura se encuentra depositada con el codigo 404B

en el PDB.

Proteina Clase EP Clase RF

3

TRX-HIIE

MBP-HilD
SUMO-yS cristalina
SUMO-BA1 cristalina

SUMO
MBP-EhIP6KA
Clase EP
, B2:HE
Mas Clase RF Menos
prometedor prometedor

B23:56FE0M0 M

Figura 9.3-3: Prediccién de probabilidad de cristalizar, usando el servidor XtalPRED. Las
PFs de este estudio, la proteina SUMO y la PF MBP-EhIP6KA. En el inferior se presenta los

valores que pueden tomar cada prediccién en las clases EP y RF.

En el presente estudio se trabajo con una sola variante de etiqueta y enlazador para
cada una de las proteinas elegidas. Los resultados obtenidos, por lo tanto, no

indican necesariamente que el uso de PFs para promover la formacion de cristales
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no sea una aproximacion adecuada. Por el contrario, indica que, de querer usarse,
deben disenarse y evaluarse diferentes etiquetas y enlazadores para cada una de

las proteinas de dificil cristalizacion.
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10. Determinacion estructural mediante la expansion de

fases en proteinas de fusion depositadas en el PDB

10.1 Métodos y materiales

10.1.1 Estructuras cristalogréaficas de PFs depositados en PDB

La busqueda de PFs en el PDB se realizé mediante un alineamiento de la secuencia
de las etiquetas con estructura tridimensional definida mas comunmente utilizadas:
MBP, TRX, GST, SUMO y GFP. El alineamiento se realiz6 contra las estructuras
depositadas en el PDB utilizando BLAST [91], y cada resultado se examind
manualmente para confirmar que correspondia con la estructura de una PF resuelta
mediante cristalografia de rayos X. Para cada PF se enumeraron el porcentaje que
representa la etiqueta en la PF, la resolucién y el método de resolucion de fases

(material suplementario, Tabla 1).

10.1.2 Determinacion de la estructura de la proteina de interés

Para determinar la estructura de la proteina de interés mediante la expansion de
fases de la proteina etiqueta, se eligieron 50 PFs con MBP y 50 con GFP. En todas
las PFs seleccionadas, la etiqueta no constituia mas del 77 % de toda la PF.
Inicialmente, se seleccionaron para el analisis las 38 estructuras de PFs
depositadas que contenian SUMO; sin embargo, una de las entradas fue excluida
debido a la ausencia de intensidades en los documentos depositados en el PDB, lo
que impedia resolver la estructura por el método propuesto (entrada PDB 31X6).
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Ademas, 21 estructuras fueron eliminadas debido a que SUMO no estaba presente
en las coordenadas ni era visible en el mapa de densidad electronica (entradas
PDB: 6UKM, 6UKU, 6UKV, 6UKW, 6UKX, 6UKZ, 6ULO, 7PWH, 7PWI, 6BR9, 31X6,
6FMP, 6FMQ, 4DA1, 5VWM, 5M23, 5M25, 7P71, 6PTH, 60TE, 6CFP). Finalmente,
fueron analizadas 16 PFs con la etiqueta SUMO. ElI numero de PFs que contenian
TRX y GST fue insuficiente para realizar un analisis estadistico y, por lo tanto, se
excluyeron del analisis (Figura 10.1.2-1 panel A). Dentro de las PFs seleccionadas,
varias entradas eran redundantes, ya que correspondian a la misma PF, difiriendo
solamente en la presencia de ligandos o mutaciones. Estas PFs redundantes fueron
incluidas en el analisis con el fin de evaluar si la proteina de interés genera una

influencia en obtener la estructura final.

La aproximacién propuesta fue evaluada mediante dos métodos. Para el método 1,
se utilizaron las intensidades de cada PF y las coordenadas de la proteina etiqueta,
para realizar un remplazo molecular (RM) parcial [92]. A continuacién, se utilizé el
mapa de densidad electronica resultante y la secuencia de cada PF para construir
los residuos faltantes usando ARP/WARP [93]. El proceso se repitié con un nuevo
RM utilizando las coordenadas resultantes de ARP/WARP (después de eliminar las
moléculas de agua y los atomos "dummy"). Los nuevos factores de estructura del
RM se utilizaron para un nuevo ciclo de ARP/WARP. Estos ciclos de RM y
construccion automatica se repitieron hasta obtener las coordenadas mas
completas de la seccion enlazador-proteina de interés (Figura 10.1.2-1 panel B). El
proceso se realizé siguiendo los modos predeterminados de ambos programas y

evitando la modificaciéon manual.
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El método 2 consistidé en el mismo proceso descrito en el método 1, pero usando
como coordenadas iniciales para el RM parcial las correspondientes a la estructura
de la proteina etiqueta no fusionada depositada en el PDB. Para las PFs con MBP,
el RM se realiz6 con las coordenadas de MBP en la conformacion cerrada (entrada
PDB 1ANF) y en la conformaciéon abierta (entrada PDB 10MP). Para GFP se
utilizaron las coordenadas de la entrada 1KYS. En todos los casos, las coordenadas
elegidas correspondieron a las estructuras de cada proteina (silvestre) en la mejor
resolucion disponible en el PDB. Para las PFs con SUMO, se emplearon las
entradas 1EUV, 2EKE, 3V60, 5D6J y 1L2N. Estas estructuras se seleccionaron
debido a la ausencia de depdsitos de estructuras cristalograficas individuales de
SUMO. En todos los casos, se seleccionaron para la construccion automatica los
resultados de RM parcial con el mayor valor de Log Likelihood Gain (LLG) (Figura

10.1.2-1 panel C).
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Figura 10.1.2-1: Métodos utilizados para construir la estructura faltante de las PFs
seleccionadas. A) Se eligié un conjunto de 116 PFs con las etiquetas MBP, GFP y SUMO. B)
Método 1 - Las 116 PFs se construyeron utilizando las coordenadas correspondientes a la
seccion de la etiqueta de cada depésito. C) Método 2: los resultados positivos obtenidos en
el Método 1 se construyeron utilizando las coordenadas de estructuras de las etiquetas no
fusionadas disponibles en el PDB.
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10.1.3 Anélisis estadistico de los resultados obtenidos con ARP/WARP

Los resultados del método 1 fueron analizados para determinar la influencia de
algunas variables en la capacidad de obtener las estructuras mas completas. Se
examinaron variables como resolucién, porcentaje que representa la proteina
etiqueta en la PF, numero de aminoacidos en la unidad asimétrica (UA), porcentaje
de solvente, completitud, multiplicidad, l/o (l), Factor B de Wilson, LLG del RM
inicial, longitud del enlazador, tipo de fuente de rayos X, tipo de detector y el grupo

espacial.

Los casos en los que fue posible construir el 75 % o mas de la seccidon enlazador-
proteina de interés, se consideraron resultados positivos. Los analisis se realizaron
inicialmente utilizando correlaciones lineales simples: histogramas para variables
cuantitativas y graficos de barras para variables cualitativas. Ademas, se realizaron
una serie de Analisis de Componentes Principales (PCA). EI PCA es un analisis
multivariado que permite reducir el numero de variables, y determinar cuales tienen
mayor peso y significancia [85]. En el caso de las variables cualitativas, se realizaron
cuatro analisis mixtos de componentes principales (PCA mix). Para estos analisis
se utilizaron las variables cuantitativas en conjunto con: 1) todas las variables
cualitativas, 2) fuente de rayos X, 3) tipo de detector y 4) grupo espacial. Para las
variables cuantitativas se ejecutdé un PCA. Todos los PCAs se llevaron a cabo

utilizando XLSTAT (© Addinsoft).
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10.2 Resultados

10.2.1 Estructuras cristalogréaficas de PFs depositados en PDB

Varios autores han reportado a MBP como la etiqueta mas utilizada en las PFs
depositadas en el PDB, seguida de GFP, TRX y GST [38, 78]. En 2016, Waugh
reportd la presencia de seis estructuras con GST, tres con TRX 'y 102 con MBP [42].
Cuando se escribioé este manuscrito, se encontraron 385 depdsitos de PF resueltas
por cristalografia de rayos X en el PDB: 252 con MBP, 69 con GFP, 38 con SUMO,

13 con GST y 13 con TRX (material suplementario Tabla 1).

La mayoria de las PFs encontradas reportan el uso de RM parcial (Ver material
suplementario Tabla 1), utilizando las coordenadas de la etiqueta para obtener las
fases iniciales: representan el 52.2 % de las PFs (201 estructuras en el PDB). Para
156 de estas 201 estructuras, la expansion de fases se logré mediante construccion
manual; mientras que solo 45 utilizaron construccién automatica en algun punto.
Para 167 (43.4 %) de las 385 PFs, se realiz6 RM utilizando las coordenadas tanto
de la etiqueta como de la proteina de interés como modelo inicial. El resto de las

PFs (4.4 % del total), utilizaron SAD, MIR o una fusion de estos con RM.

10.2.2 Determinacién de la estructura de la proteina de interés
Para determinar las coordenadas de la proteina de interés, partiendo unicamente
de las fases iniciales de la proteina etiqueta, se sigui6 el método 1 (ver materiales y

métodos). Se considerd un resultado positivo cuando se construyé al menos el 75 %
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de la seccién enlazador-proteina de interés. Este umbral se determiné en funcion
del punto en el que se observé un cambio significativo en el porcentaje de resultados

construido de todas las PFs evaluadas (Figura 10.2.2-1).

Porcentaje construido (%)

Estructuras evaluadas

Figura 10.2.2-1: Porcentaje de la seccidon enlazador-proteina de interés construida a partir
de 116 estructuras de PFs en el PDB mediante RM parcial de la etiqueta seguido de

construccion automatica usando ARP/WARP.

De las 50 estructuras con la etiqueta MBP, fue posible construir 18 (36 % de
resultados positivos). Cuando se utilizd GFP para generar las fases iniciales, se
construyeron con éxito 14 de 50 (28 % de resultados positivos). Ademas, cuatro de
las 16 PFs con SUMO fueron construidas con éxito (25 % de resultados positivos).
En general, el 31 % de las PFs estudiadas se construyeron con éxito (Material
suplementario Tabla 2). Con el fin de comparar nuestras respuestas positivas con
las coordenadas originalmente depositadas en el PDB, se calcularon los valores de
RMSD entre ambos conjuntos de datos. El RMSD promedio de la region de la

proteina de interés-enlazador en las 36 estructuras construidas en comparacion con
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la estructura depositada fue de 0.246 A, mostrando que el uso del método propuesto
en esta tesis produjo coordenadas casi idénticas a las depositadas en el PDB
original. Ademas, considerando que nuestro método no incluyé afinamiento de los
resultados de ARP/WARP, es probable que los valores de RMSD obtenidos puedan
llegar a ser aun mas bajos de aplicarse un afinamiento tradicional (Tabla
suplementaria 3). Los resultados del método 1 indicarian que la naturaleza de la
etiqueta no tiene una influencia considerable sobre el porcentaje de resultados
positivos. Ademas, se producen resultados positivos y negativos en varios casos en
los que la unica diferencia es la presencia de mutaciones puntuales o ligandos,
indicando que la proteina de interés no tiene una influencia en los resultados. A
pesar de comenzar con las coordenadas correctas de la etiqueta, la mayoria de los
casos no produjeron un resultado positivo, indicando que existen otros factores
ademas del RM inicial que influyen en el éxito del método evaluado. El uso de las
coordenadas finales de la etiqueta para el RM parcial (método 1), nos permitié
analizar el impacto de la calidad de los datos, eliminando la influencia negativa de

un RM con LLG bajo.

Sin embargo, si un cristalégrafo se enfrenta a la tarea de construir una PF desde
cero, las coordenadas iniciales deben derivarse de una estructura de la etiqueta
obtenida previamente. Por lo tanto, la eficacia de este enfoque se verificd iniciando
el RM parcial con las coordenadas de las estructuras de las etiquetas disponibles
en el PDB (Método 2). Esta verificacidn se realizo solo en los casos en los que se
lograron resultados positivos en el método 1. De los 18 casos positivos identificados

en las PFs con MBP, 13 de ellos se resolvieron con éxito utilizando las coordenadas
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individuales del MBP. Debido a la naturaleza dinamica de MBP y la existencia de
dos estados principales, se evaluaron dos modelos iniciales para el RM. En los 13
casos con resultados positivos, las coordenadas empleadas para RM
correspondieron al estado cerrado de MBP. En todos estos casos, como se
esperaba, el resultado del RM mostré un valor de LLG superior a 1,000 y de TFZ
(translation function Z-score) superior a 40, lo que indica la importancia de un buen

resultado del RM para garantizar el éxito del proceso de construccion automatica.

En el caso de las PFs con GFP, las 14 estructuras con resultados positivos en el
método 1 fueron resueltas utilizando el método 2. En todos estos casos, los
resultados de RM también mostraron valores de LLG sobrepasando los 2,400 y de
TFZ mayor a 45. Lamentablemente, cuando se trata de PFs con SUMO, no se
lograron resultados positivos independientemente del modelo utilizado para realizar
el RM parcial (en todos los casos los valores de LLG fueron inferiores a 100 y los

valores de TFZ fueron menores a 10).

10.2.3 Andlisis estadistico de los resultados obtenidos con ARP/WARP

Se eligieron diferentes variables correspondientes a propiedades de las proteinas,
estadisticas de calidad de los datos, caracteristicas de los cristales y de colecta de
datos, con el fin de analizar su impacto en los resultados obtenidos en la seccién
anterior. En concreto fueron elegidas: resolucién, porcentaje que representa la
etiqueta en la PF, numero de residuos de aminoacidos en la UA, porcentaje de

solvente, completitud, multiplicidad, I/o (1), factor B de Wilson, LLG del RM parcial
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inicial, longitud del enlazador, ademas de la fuente de rayos X, el tipo de detector y
el grupo espacial. Una correlacion lineal simple reveld tendencias positivas en
ciertas variables para obtener un resultado positivo; los casos con una resolucién
mejor que 2.80 A y un factor B de Wilson inferior a 50 A2 fueron los mas exitosos en
la expansion de fases a la proteina de interés (Figura 10.2.3-1: paneles Ay B). Otras
variables mostraron tendencias positivas discernibles: estructuras con altos valores
de completitud, multiplicidad, I/o (), porcentaje de la etiqueta y LLG en el RM inicial
(Figura 10.2.3-1: paneles C, D, E, F y G). Ademas, porcentajes mas bajos de
solvente en el cristal, menos residuos en la UA y un enlazador con una longitud
media a corta correspondieron a un mayor porcentaje de resultados positivos
(Figura 10.2.3-1: paneles H, | y J). Las estructuras obtenidas utilizando un anodo
rotatorio presentaron una mayor proporcion de resultados positivos (Figura 3: panel
K). Sin embargo, cabe sefnalar que el numero de estructuras colectadas con esta
fuente de rayos X es inferior a las obtenidas mediante un sincrotrén en las proteinas
estudiadas. No se observaron patrones discernibles en las variables tipo de detector

ni grupo espacial (Fig. 3: paneles Ly M).
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Figura 10.2.3-1: Analisis de correlacion lineal simple de los resultados considerando A)
Resolucion, B) Factor B de Wilson, C) Completitud, D) Multiplicidad, E) I/o (), F) Porcentaje
de la etiqueta, G) LLG del RM parcial, H) Porcentaje de solvente, 1) Amino&cidos en la UA,

J) Longitud del enlazador. K) Fuente de rayos X, L) Tipo de detector, y M) Grupo espacial.

Con el fin de validar las tendencias observadas en los andlisis lineares simples,
ademas de identificar las variables mas significativas en obtener resultados
positivos, se realizaron PCAs. Para analizar las variables cualitativas, se realizé un
PCA mix que incluia todas las variables cuantitativas y cualitativas (fuente de rayos
X, tipo de detector y grupo espacial). Posteriormente, se realizaron una serie de

PCAs mix que incluian todas las variables cuantitativas y las variables cualitativas
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individualmente. Estos analisis mostraron que era posible explicar un mayor
porcentaje de la varianza de los resultados al no incluir las variables cualitativas.
Esos hallazgos sugieren que las variables cualitativas evaluadas tienen una

influencia minima en los resultados positivos (Figura 10.2.3-2).
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Figura 10.2.3-2: Cargas al cuadrado identificadas en los analisis mixtos de componentes
principales de 116 PFs del PDB: A) Andlisis que incluye todas las variables cualitativas y
cuantitativas, B) Andlisis que incluye la fuente de rayos X y las variables cuantitativas, C)
Andlisis que incluye el tipo de detector y las variables cuantitativas, D) Analisis que incluye

el grupo espacial y las variables cuantitativas.
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Para determinar la influencia de variables cuantitativas se realizé un PCA. Los tres
ejes principales calculados pueden explicar el 63.93 % de la variabilidad. Este
andlisis mostré las mismas tendencias identificadas en el andlisis lineal simple

(Figura 10.2.3-3).
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Figura 10.2.3-3: Biplot de los resultados del PCA para las 116 proteinas de fusion
analizadas. Las proteinas de fusion que dieron resultados positivos se muestran en azul y
las que dieron resultados negativos se muestran en violeta. Los resultados positivos se
agrupan en el lado izquierdo y los resultados negativos se agrupan en el lado derecho del
biplot. Los vectores en rojo representan las variables evaluadas y su direccién y longitud
indican el peso y la tendencia que presentan en el grupo de datos y en los ejes calculados.
Por ejemplo, variables como la resolucion, el porcentaje de solvente y el factor B de Wilson,
contribuyen mas al eje F1. Ademas, su direccion y longitud indican que valores méas bajos

de estas tres variables tienden a dar resultados positivos.
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Sin embargo, no todas las variables mostraron la misma importancia para
determinar el éxito del método evaluado. Los resultados estuvieron influenciados
principalmente por la resolucion, el factor B de Wilson y el porcentaje de solvente
(Tabla 10.2.3-1: Eje F1). A estos les siguieron la multiplicidad y la completitud de los
datos (Tabla 10.2.3-1: Eje F2). Ademas, el porcentaje de la etiqueta, el valor LLG
del RM inicial y la longitud del enlazador también contribuyen a explicar la

variabilidad (Tabla 10.2.3-1: Eje F3).

Tabla 10.2.3-1: Andlisis de componentes principales de las variables cuantitativas
gue contribuyen a explicar el éxito de la expansion de fase de FP asistida por AMB
mediante ARP/WARP. El porcentaje de contribucion de las variables cuantitativas en
los ejes F1, F2 y F3 y la contribucion total del eje. Los valores en negrita
corresponden para cada variable al factor para el cual el coseno al cuadrado es

mayor. La sumatoria del aporte de los tres ejes explica el 63.93 % de la variabilidad.

Contribucion de las variables (%)

Ejes F1 F2 F3
Resolucioén 32.561 | 0.000 0.707
Porcentaje de la etiqueta 0.042 | 4.163 | 30.652
Porcentaje de solvente 16.678 | 1.514 | 1.232
Factor B de Wilson 30.861 | 0.113 | 0.032
Aminoécidos en la UA 6.416 | 5.449 | 13.995
Completitud 0.846 | 28.475 | 2.023
Multiplicidad 0.096 | 33.186 | 2.890
l/o (1) 7.268 | 14.100 | 0.440
LLG 2.755 | 0.432 | 29.717
Longitud del enlazador 2.478 | 12.567 | 18.312
Contribucion del eje a la variabilidad | 25.759 | 20.907 | 17.266
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10.3 Discusién

Las PFs son utilizadas cada vez mas como herramientas en aplicaciones
biotecnolégicas [2,41,94,95], y las publicaciones que enfatizan los beneficios del
uso de PFs para la obtencion de estructuras cristalograficas son cada vez mas
comunes [12,82]. Esta tendencia se refleja en el creciente numero de estructuras
cristalograficas de PFs en el PDB en comparacién con el ultimo reporte realizado
por Waugh en 2016 [42]. Hasta agosto de 2023 se encontraron 385 estructuras de
PFs depositadas: 252 con MBP, 69 con GFP, 38 con SUMO, 13 con GST y 13 con

TRX.

Uno de los principales beneficios del uso de PFs en cristalografia, cuando se utiliza
RM, es que no es necesario un modelo inicial para la proteina de interés [96,97]. De
hecho, la proteina etiqueta puede actuar como modelo para un RM parcial y las
fases pueden extenderse a la proteina de interés [12,32]. Esto permite obtener
estructuras de proteinas sin homdlogos. Esto es fundamental ya que inclusive los
modelos generados con AlphaFold [88] y RosettaFold [98], suelen tener regiones
con baja confianza o precision estructural [99-101], lo que puede dificultar su uso

en la determinacion de una estructura por RM [102].

Sin embargo, emplear PFs para determinar las fases es una tarea compleja, ya que
la seleccion de una etiqueta adecuada es crucial para obtener un RM inicial util.
Esta limitacion surge del hecho de que, como lo demostraron anteriormente Cohen
y colaboradores [103], el resultado del RM desempefia un papel vital en la eficacia

de la construccién automatica. En el presente trabajo se logré determinar que la
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opcion mas favorable parece ser el uso de etiquetas con alta estabilidad y minima
movilidad. En este estudio, GFP surgié como la etiqueta proteica preferida para un

RM parcial util, una proteina caracterizada por su alta estabilidad [104].

Por otro lado, la tasa de éxito del RM con MBP depende de la conformacion que
adopta en el cristal. Esta proteina tiene la capacidad de cambiar entre una
conformacién abierta y cerrada, mostrando ocasionalmente estados intermedios,
particularmente cuando la proteina esta en su estado apo [105,106]. Todos los
resultados positivos con MBP presentaron una conformacion cerrada, la
conformacién mas estable y comun en PDB debido al método de purificacién
empleado (cromatografia de afinidad de amilosa) que promueve el estado holo

[107].

Por el contrario, no se recomienda el uso de SUMO debido a su propension a
presentar regiones de inestabilidad estructural y alta movilidad; estas caracteristicas
generan desafios tanto en la cristalizacion como en la resolucion de fases. De
hecho, no existen depdsitos de estructuras cristalograficas independientes de
SUMO en el PDB. Todas las estructuras cristalograficas de SUMO implican fusion o
complejos con otras proteinas, y varios ejemplos carecen de una densidad

electronica clara en segmentos sustanciales de SUMO.

Un analisis de las PFs depositadas en el PDB muestra que la mayoria de las
estructuras fueron determinadas mediante RM parcial con las coordenadas de la

etiqueta (Material suplementario, Tabla 1). Cabe destacar que el 77 % de estas
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estructuras emplearon construccion manual para ampliar el modelo y calcular
nuevas fases. De las PFs reportadas en este trabajo, solo 45 se determinaron
utilizando programas de construccion automatica en algun punto (Material
suplementario, Tabla 1). Segun nuestros resultados, podemos atribuir la adopcién
limitada del uso de estos programas a su baja tasa de éxito, ya que en con el método
evaluado fue posible resolver el 31 % de las proteinas estudiadas. La tasa de éxito
puede ser incluso menor si el modelo inicial utilizado para el RM parcial tiene una
baja estabilidad estructural generando un pobre resultado de RM parcial. Es
recomendable el uso de una combinacién de métodos automaticos y manuales para

mejorar la tasa de éxito.

El uso de construccidon automatica basado en fases calculadas a partir de RM no es
nuevo y varios estudios han identificado factores que contribuyen al éxito
[93,103,108]. Sin embargo, este trabajo es el primer analisis de multiples casos en
los que el modelo de RM exhibe una identidad de secuencia del 100 % pero
representa un segmento de la UA. Un antecedente clave fue el realizado por Cohen
y colaboradores en 2007 [103], los cuales evaluaron la aplicacién de ARP/wARP
para ampliar fases derivadas de RM. Los autores determinaron con éxito la
estructura de la PF Ubc9-SUMO, que se determind utilizando unicamente las
coordenadas Ubc9, ademas, determinaron la influencia de diversos factores en los
resultados de construccion automatica de 129 estructuras cristalograficas. El
objetivo de este estudio fue desarrollar un estimador empirico de calidad para
indicar la probabilidad de éxito del uso de Flex ARP/WARP. El estimador propuesto

se baso en el valor R inicial del modelo, la resolucion y el porcentaje de solvente del
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cristal, ya que los autores encontraron que estos eran los factores mas importantes
de éxito. Sus hallazgos son consistentes con otros estudios que evaluan el uso de
construccion automatica, donde la resolucion y el valor R parecen ser los factores

mas criticos [109-111].

El analisis estadistico realizado en nuestro estudio identificé varios factores que
pueden influir en el éxito del uso de RM parcial y ARP/WARP para determinar la
estructura completa de PFs. Como informan Cohen y colaboradores, la calidad del
modelo de RM inicial, la resolucion y el porcentaje de solvente son fundamentales.
Sin embargo, es necesario agregar que los cristales con alto orden y baja movilidad
de proteinas, indicados por valores bajos del factor Wilson B, pueden mejorar los
resultados. Si bien estos factores pueden no ser controlables, nuestro estudio revela
que una estrategia de colecta de datos centrada en mejorar la completitud y la
multiplicidad pueden aumentar la probabilidad de obtener resultados positivos.
Ademas, el disefio de la PF podria potencialmente conducir a mejores resultados,
la seleccion de la etiqueta apropiada para RM parcial, que represente una porcion

significativa de la PF, complementada con un enlazador corto, es fundamental.

86



11. Conclusiones

Las PFs son una herramienta de gran utilidad en la cristalografia de proteinas. El
uso de PFs en los procesos de expresion y purificacion genera grandes cantidades
de proteina soluble, y con purezas suficientes para poner pruebas de cristalizaciéon
de forma relativamente simple. Ademas, aumenta considerablemente la solubilidad
de proteinas dificiles de trabajar en condiciones acuosas. Sin embargo, cuando se
desean usar como herramientas para facilitar la cristalizacién, la presencia de una
etiqueta no garantiza la cristalogénesis. Es necesario evaluar diferentes etiquetas,
enlazadores y condiciones; por lo que esta aproximacion puede sumarse a un
conjunto de variables a evaluar y modificar cuando se busca obtener un cristal de
proteina. Se puede recomendar su uso como otra posible forma de cristalizar,
incluso evaluando en paralelo con pruebas de cristalizacion de la proteina de interés

de forma independiente, para aumentar las posibilidades de obtener un cristal.

A pesar de esto, puede observarse un aumento significativo en el numero de
estructuras cristalograficas de PFs en el PDB en la ultima década. Entre estas
estructuras, la utilizacion de RM parcial junto con construccion automatica se
destaca como un método raramente empleado para resolver fases. Este empleo
poco frecuente podria deberse a una baja tasa de éxito, como se observé en este
estudio (aproximadamente 30 %). Sin embargo, encontramos que es posible
aumentar la tasa de éxito al obtener cristales con buena resolucion, valores bajos
del factor Wilson B y un bajo porcentaje de contenido de solvente. Ademas, los

resultados positivos se pueden mejorar empleando datos de difraccion que posean
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altos valores de multiplicidad y completitud. Si bien varias de estas caracteristicas
son deseables en casi todos los métodos de resolucion de fases, en los métodos
evaluados aqui su combinacién es esencial. Ademas, un mejor disefio de PFs puede
ayudar a mejorar la tasa de éxito. La eleccion de un enlazador de poca longitud
parece mejorar los resultados positivos. Ademas, es preferible elegir una etiqueta
con alta estabilidad estructural (GFP en contraposicion a SUMO) y que constituya

una porcién significativa de la PF.
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13. Glosario

Andlisis de Componentes Principales (PCA): Es una técnica estadistica utilizada
para reducir la dimensionalidad de conjuntos de datos de alta dimensionalidad
mientras se preserva la mayor cantidad posible de la variabilidad presente en los
datos. Logra esto transformando las variables originales en un nuevo conjunto de
variables no correlacionadas Illamadas componentes principales. Estos
componentes principales son combinaciones lineales de las variables originales y

estan ordenados por la cantidad de varianza que explican en los datos.

Andlisis de componentes principales de datos mixtos (PCA Mix): Es una
extension del Analisis de Componentes Principales (PCA) disefiada para manejar
conjuntos de datos con una combinacién de variables continuas y categoricas.
Utiliza diferentes métodos para evaluar las relaciones entre variables continuas y
categoricas, permitiendo una exploracion completa de las estructuras de datos

heterogéneas.

Completitud: corresponde al porcentaje de reflexiones cristalograficas colectadas
en comparacién con el numero de reflexiones tedricamente posibles Unicas para la

simetria del cristal.

Cosenos cuadrados: Coeficientes calculados en PCA para representar la
proporcion de varianza de cada variable original que es explicada por cada
componente principal. Son los cuadrados de los coeficientes de correlacién entre

las variables originales y los componentes principales.
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Factor B de Wilson: valor que se obtiene a partir de un analisis del gréfico de la
intensidad de reflexion promedio vs sen?(theta)/lamda? (el grafico de Wilson). El
factor Wilson B indica el grado de orden en el cristal. Es una aproximacion de los

valores B promedio que pueden obtenerse posterior al afinamiento.

Grupo espacial: es el conjunto de operaciones de simetria geométrica que forman

un objeto periddico tridimensional (es decir, el cristal) en si mismo.

I/ o(l): Es la medida de la relacion sefial-ruido de las intensidades.

Log Likelihood Gain (LLG): es la probabilidad de que los datos se hubieran
medido, dado el modelo, por lo que permite comparar qué tan bien concuerdan los

diferentes modelos con los datos.

Multiplicidad: llamada también redundancia, es el numero medio de mediciones

por reflexion individual y simétricamente Unica.

Porcentaje de solvente: La fraccion del volumen del cristal ocupada por el
solvente. Suele ser de alrededor de 43%, pero se han reportado cristales con

porcentajes de solvente desde 27 hasta 65%.

Resolucidn: En cristalografia de rayos X, la resolucion es la distancia mas pequefa
entre los planos de la red cristalina que se resuelve en el patrén de difraccion. Los
valores numéricos altos de resolucion, como 4 A, significan una resolucion
deficiente, mientras que los valores numéricos bajos, como 1.5 A, significan una

buena resolucion.
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Translation Function Z-score (TFZ): medida estadistica utilizada para evaluar la
calidad del ajuste entre un modelo molecular y los datos experimentales. El TFZ se
calcula durante el proceso de refinamiento de la estructura, y un valor alto de TFZ

indica un buen ajuste entre el modelo y los datos experimentales.

Unidad asimétrica: es la porcidon mas pequefia de una estructura cristalina a la que
se pueden aplicar operaciones de simetria para generar la celda unitaria completa

(la unidad repetitiva del cristal).

Variabilidad: Se refiere a la extension de las diferencias o variaciones dentro de un
conjunto de datos o una poblacién. Describe la dispersion, la amplitud o la
diversidad de valores dentro de un conjunto de observaciones. Comprender la
variabilidad es esencial en el analisis estadistico ya que proporciona informacion
sobre la distribucién y las caracteristicas de los datos, ayudando a hacer inferencias

y sacar conclusiones.
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14. Material suplementario

14.1 Tabla suplementaria 1
Lista de las proteinas de fusién (PF) reportadas en el PDB y su método de resolucion de fases. RM-
M: Reemplazo molecular con construccion manual. RM-AMB-M: Reemplazo molecular con
construccion de modelos automatizada y manual. RM: Reemplazo molecular. SAD: Single-
wavelength anomalous dispersion. SAD-RM: Single-wavelength anomalous dispersion y reemplazo
molecular. SAD-RM-M: Single-wavelength anomalous dispersion con reemplazo molecular y

construccion manual. MIR: Multiple isomorphous replacement.

Porcentaje de Cédigo | Resolucion Método_c'ie : Afio de
MBP en la PF PDB A) resolucion Referencia deposito
(%) de fases
97.34 5B3W 2.40 RM-M [1] 2016
97.23 6EQZ 2.29 RM-M [2] 2017
97.10 5B3X 2.40 RM-M [1] 2016
97.09 4XR8 2.25 RM-M [3] 2016
97.05 6SIV 1.75 RM-M No publicado 2019
97.04 6SJA 1.50 RM-M No publicado 2019
96.40 1A7L 2.90 RM-M [4] 1998
96.12 3W15 1.80 RM-AMB-M [5] 2013
96.06 4GlZ 2.55 RM-M [6] 2012
95.54 3LC8 2.00 RM-M [7] 2011
95.50 3LBS 2.15 RM-M [7] 2011
95.08 3025 1.90 RM-M [8] 2010
95.08 3Q28 1.60 RM-M [8] 2010
95.08 3Q27 1.30 RM-M [8] 2010
95.08 3Q29 2.30 RM-M [8] 2010
95.06 5B3Y 1.90 RM-M [1] 2016
94.64 5ZCA 1.80 RM-M No publicado 2018
94.61 5MM3 2.10 RM-M [2] 2018
94.58 S5E7U 2.80 RM-M No publicado 2015
94.57 3G7TW 1.75 RM-M 9] 2009
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94.39 6N85 2.50 RM [10] 2018
94.22 6N84 1.75 RM [10] 2018
94.09 5BMY 2.00 RM-M [1] 2016
93.37 6LES 2.00 RM-AMB-M [11] 2019
92.71 6QUG 2.70 SAD [12] 2019
92.44 4JBZ 2.40 RM-M [13] 2013
92.02 4RG5 1.70 RM-M [14] 2014
92.02 4GLI 1.90 RM-M [15] 2012
91.75 3Q26 1.54 RM-M [8] 2010
91.29 5B3Z 2.30 RM-M [1] 2016
91.04 20K2 2.00 RM-M [16] 2007
90.95 7BGO 2.89 RM-M [17] 2021
90.84 3G7V 1.86 RM-M [9] 2009
90.37 6MAW 3.11 RM-M [18] 2020
88.86 3WOA 2.00 RM-AMB-M [19] 2013
88.62 4KYD 2.21 RM-M [20] 2013
88.41 4KYC 1.95 RM-M [20] 2013
88.01 6LF3 3.20 RM-AMB-M [11] 2019
87.77 4YS9 2.00 RM-M [21] 2015
87.77 AWTH 2.25 RM-M [21] 2014
87.35 4KYE 2.60 RM-M [20] 2013
86.94 1IMH3 2.10 RM [22] 2002
86.94 1IMH4 2.30 RM [22] 2002
86.08 7KD4 1.31 RM-M [23] 2020
85.65 3104 3.63 RM-M [23] 2020
85.61 5AZ6 2.56 RM [24] 2015
85.61 5AZ8 1.70 RM [24] 2015
85.61 5AZ7 1.96 RM [24] 2015
85.19 6WBH 2.46 RM-AMB-M [25] 2020
84.42 5AZ9 1.82 RM [24] 2015
83.81 3MQ9 2.80 RM [26] 2010
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83.79 5JST 2.20 RM [27] 2016
83.75 6XDJ 2.20 RM No publicado 2020
83.60 51QZ 2.33 RM-M [28] 2016
83.37 7MK7 2.43 RM [29] 2021
83.22 4XZS 2.12 RM-M [30] 2015
83.15 520V 2.91 RM [31] 2017
83.15 5Z0R 2.05 RM [31] 2017
83.03 7FBB 2.31 RM-M [32] 2021
82.92 M4V 2.92 RM-M [18] 2020
82.29 a4XzV 3.58 RM-M [30] 2015
82.22 4FES8 3.00 RM-M [33] 2012
82.00 7FBD 2.85 RM-M [32] 2021
81.74 5ZNZ 2.55 RM-M [34] 2018
81.74 5ZNY 2.74 RM-M [34] 2018
81.37 4IFP 1.99 RM-M [35] 2012
81.33 1YTV 1.80 RM-M [36] 2005
81.04 57D4 2.17 RM-AMB-M [37] 2018
81.04 6KIO 2.00 RM-M [38] 2019
80.98 5YEV 2.50 RM-M [34] 2017
80.88 5GPQ 2.10 RM-M [31] 2016
80.86 5C7R 1.94 RM [39] 2015
80.84 41KM 2.46 RM-M [40] 2012
80.71 3A3C 2.50 RM-M [41] 2009
80.71 6ANV 2.27 RM-M [42] 2017
80.67 5GPP 2.00 RM-M [31] 2016
80.66 5YGP 2.09 RM-M [34] 2017
80.66 5YGS 2.69 RM-M [34] 2017
80.56 2VGQ 2.10 RM-AMB-M [43] 2007
80.44 1IMG1 2.50 RM-M [44] 1999
80.22 6NDJ 2.27 RM [45] 2018
79.96 2XZ3 1.95 RM [46] 2010
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79.83 3CSG 1.80 RM [47] 2008
79.83 20BG 2.35 RM [48] 2006
79.65 3N94 1.80 RM [49] 2010
79.61 5WPZ 2.00 RM-M [50] 2016
79.61 5H7Q 1.45 RM-M [50] 2016
79.61 4KV3 2.20 RM-AMB-M [51] 2013
79.44 6KXG 2.81 RM-M [52] 2019
79.42 4IRL 1.47 RM-M [35] 2013
79.31 3EHS 2.76 RM [53] 2008
79.31 3EHT 3.40 RM [53] 2008
79.31 3EHU 1.96 RM [53] 2008
79.20 4FEB 2.80 RM-M [33] 2012
79.20 4FEC 3.00 RM-M [33] 2012
79.20 4FED 2.81 RM-M [33] 2012
79.14 3CSB 2.00 RM [47] 2008
79.10 5H7N 1.85 RM-M [50] 2016
78.71 2ZXT 3.00 RM-M [41] 2009
78.63 5GXT 2.25 RM-M [54] 2016
78.60 INMU 2.31 RM-M [55] 2003
78.50 5CL1 3.80 RM [56] 2015
78.40 1TOK 3.20 RM [57] 2004
78.29 6PFO 1.78 RM [58] 2019
78.26 7FBC 1.85 RM-M [32] 2021
78.21 5GXV 2.10 RM-M [54] 2016
78.06 4EXK 1.28 RM No publicado 2012
77.99 6GFJ 3.30 RM-M [59] 2018
77.97 4AMY2 2.40 RM-M [60] 2013
77.80 3D4C 2.90 RM-M [61] 2008
77.80 3D4G 2.30 RM [61] 2008
77.80 3EF7 3.10 RM-SAD [61] 2008
77.80 6PGQ 2.85 RM [58] 2019
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77.63 1HSJ 2.30 RM-M [62] 2000
77.47 3N93 2.50 RM No publicado 2010
77.47 3N95 2.72 RM No publicado 2010
77.47 3N96 2.75 RM No publicado 2010
77.10 5WQ6 1.65 RM-M [50] 2016
77.04 3vD8 2.07 RM-M [35] 2012
76.65 4R0OY 2.00 RM-M [63] 2014
76.56 6K7F 1.80 RM [64] 2019
76.56 6K7D 2.00 RM [64] 2019
76.56 6K7E 1.53 RM [64] 2019
76.49 51C 2.90 RM-AMB-M [65] 2016
76.46 4XHS 1.70 RM No publicado 2015
76.30 50SQ 2.05 RM-M [61] 2017
76.07 5DIS 2.85 RM-M [66] 2015
75.46 6XDS 1.47 RM-M [67] 2020
75.36 4PQK 3.40 RM [68] 2014
75.31 30Al 2.10 RM-M [69] 2010
75.30 5TTD 2.00 RM [70] 2016
74.90 SHZ7 1.43 RM-AMB-M [71] 2016
74.79 4EDQ 1.64 RM No publicado 2012
74.75 402X 2.70 RM [72] 2013
74.14 5CFV 1.80 RM [73] 2015
74.14 5IHJ 2.20 RM [73] 2015
74.09 1Y4C 1.90 RM-AMB-M [74] 2004
73.79 30B4 2.71 RM-M [75] 2010
73.69 4XA2 1.98 RM No publicado 2014
73.55 5VAW 1.69 RM [76] 2017
73.30 3HST 2.25 RM-M [77] 2010
73.11 4PE2 1.72 RM [78] 2014
73.11 6SMV 2.14 RM No publicado 2019
72.96 1R6Z 2.80 RM-AMB-M [79] 2003
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72.82 3PY7 2.29 RM-M [6] 2010
72.67 5114 2.00 RM-AMB-M [65] 2016
72.44 5K94 2.10 RM [80] 2016
72.30 5WVM 2.90 RM-M [81] 2016
72.18 5115 1.80 RM-AMB-M [65] 2016
72.10 6APX 2.49 RM-M [82] 2017
71.96 30SQ 1.90 RM-M [83] 2010
71.91 5WVN 2.90 RM-M [81] 2016
71.48 6SLM 2.80 RM [84] 2019
71.40 5JON 2.04 RM-AMB-M [85] 2016
71.40 AWMU 1.55 RM-M [86] 2014
71.26 AWMS 1.90 RM-M [86] 2014
71.26 AWMW 1.90 RM-M [86] 2014
71.26 AWMT 2.35 RM-M [86] 2014
71.12 AWGI 1.85 RM-M [87] 2014
71.12 6DM8 2.70 RM [88] 2018
71.12 5LOF 2.20 RM [89] 2016
70.71 6SIV 2.03 RM No publicado 2019
70.66 AWMV 2.40 RM-M [86] 2014
70.58 4TSM 1.90 RM [78] 2014
70.44 6TZC 2.41 RM [90] 2019
70.44 3MP1 2.60 RM [91] 2010
70.44 3MP6 1.48 RM [91] 2010
70.31 3MP8 1.92 RM [91] 2010
69.83 3C4M 1.95 RM-AMB-M [92] 2008
69.79 AWVH 2.10 RM-M [93] 2014
69.73 3L2J 3.24 RM-M [92] 2009
69.64 6WHO 1.99 RM-M [94] 2020
69.62 40GM 2.23 RM [78] 2014
69.51 5334 2.81 RM-M [95] 2016
69.33 AWVG 2.05 RM-AMB-M [93] 2014
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69.04 3H3G 1.94 RM-M [96] 2009
68.47 5W0z 3.61 RM [97] 2017
67.77 4RWF 1.76 RM-M [98] 2014
67.73 4WVJ 1.95 RM-M [93] 2014
67.73 4AWVI 1.90 RM-M [93] 2014
67.46 5wicC 3.18 RM [97] 2017
67.04 5DFM 2.30 RM [99] 2015
66.97 5TJ2 2.80 RM [100] 2016
66.73 5JQE 3.16 RM-M [101] 2016
66.67 5WOR 2.40 RM [97] 2017
66.67 5wWou 2.90 RM [97] 2017
66.61 5TIB 2.60 RM-M [100] 2016
66.61 6XRX 1.95 RM-M [102] 2020
66.31 5TJ4 3.50 RM [100] 2016
65.95 4EGC 1.99 SAD [103] 2012
65.60 6AEO 2.30 RM-M [104] 2018
65.60 4LO0G 2.70 RM [105] 2013
64.84 6KEA 2.35 RM-M [106] 2019
64.79 4RWG 2.44 RM-M [98] 2014
64.66 4XAl 2.60 RM [107] 2014
64.56 4XAJ 3.55 RM-M [107] 2014
64.50 AWMX 2.00 RM-M [86] 2014
64.40 6ZHO 1.60 RM-M [108] 2020
64.40 6ZIS 1.73 RM-M [108] 2020
64.23 3H4Z 2.35 RM [109] 2009
64.22 4NUF 2.80 RM-M [110] 2013
63.72 5Y2G 3.00 RM-M [111] 2017
63.62 4B3N 3.30 RM [112] 2012
63.25 303U 1.50 RM-M [113] 2010
62.78 4KEG 2.50 SAD No publicado 2013
62.78 4AN4X 2.50 RM No publicado 2013
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62.31 6X91 3.51 SAD-RM-M [114] 2020
61.78 4QVH 1.75 RM-AMB-M [115] 2014
61.30 404B 1.80 RM-M [116] 2013
61.02 4DXB 2.29 RM [117] 2012
60.33 5HZV 2.70 RM-AMB-M [118] 2016
60.20 7B01 2.80 RM-M [119] 2021
59.55 6QF7 4.00 RM-M [120] 2019
59.32 6EG2 2.98 RM [121] 2018
58.94 6EG3 2.84 RM [121] 2018
56.51 4DXC 2.30 RM [117] 2012
56.03 4NDZ 3.45 RM No publicado 2013
55.62 3F5F 2.65 RM [122] 2008
54.65 5HZW 4.45 RM-AMB-M [118] 2016
54.32 5104 2.42 RM-AMB-M [118] 2016
54.15 6DD5 2.85 RM-M [123] 2018
54.10 AWRN 3.20 RM-AMB-M [124] 2014
53.40 4QSz 2.86 RM No publicado 2014
53.11 5FSG 3.21 SAD-RM-M [125] 2016
53.03 5T03 2.10 RM [126] 2016
52.97 3DMO 2.40 RM-M [127] 2008
52.89 5T05 1.95 RM [126] 2016
52.89 5T0A 1.95 RM [126] 2016
51.89 5EDU 2.79 RM-M [128] 2015
51.60 407Q 2.71 RM-M [129] 2014
51.14 4H1G 2.15 RM-M [130] 2012
50.69 30SR 2.00 RM-M [83] 2010
50.14 3WAI 1.90 SAD-RM-M [131] 2013
50.00 AWIV 3.20 RM-M [132] 2014
49.66 4BLB 2.80 RM-M [133] 2013
49.46 4BLA 3.50 RM-M [133] 2013
49.10 6DKS 2.78 RM-M [134] 2018
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48.74 4BLD 2.80 RM [133] 2013
48.35 5AQ9 1.86 RM [135] 2015
46.46 4BL9 2.80 RM-M [133] 2013
46.21 2NVU 2.80 RM [136] 2006
44.88 4BL8 3.04 RM-M [133] 2013
44.47 5E24 2.14 RM [137] 2015
43.62 5AZA 2.08 RM [24] 2015
42.82 6HDS8 2.40 RM-AMB-M [138] 2017
40.82 7CY4 2.20 SAD-RM-M [139] 2020
39.92 4JKM 2.26 RM [140] 2015
39.91 7CY5 2.20 RM [139] 2020
39.91 7CY6 2.10 RM [139] 2020
39.91 7CY7 2.15 RM [139] 2020
39.91 7CY8 2.40 RM [139] 2020
38.35 6VLS 3.20 SAD-RM-M [141] 2020
FéOFrgeenl;téllJ;F?Fe Codigo | Resolucion :\:lai?lsgigﬁ Referencia Afio d_e
(%) PDB A) de fases deposito
87.69 474M 2.15 RM-M [142] 2015
85.00 7BWN 2.40 RM-M [143] 2020
84.13 3VHT 2.40 RM [142] 2011
82.07 474K 2.80 RM-M [142] 2011
80.57 3Al4 1.60 RM-AMB-M [144] 2010
79.80 4NDJ 1.85 RM-M [145] 2013
79.80 4NDK 2.30 RM-M [145] 2013
74.27 3AI5 1.40 RM-M [144] 2010
73.79 4BDU 3.00 RM-M [146] 2012
73.79 5KTG 2.80 RM [147] 2016
73.40 6WVE 2.43 RM-AMB-M [148] 2020
72.84 4U2v 2.30 RM [149] 2014

114




67.44 3U8P 2.75 RM [150] 2011
66.48 5WTS 3.00 RM No publicado 2016
66.47 4PFE 2.60 RM [151] 2014
65.19 2JAD 2.70 RM-M [152] 2006
60.51 6WV5 2.20 RM-AMB-M [153] 2020
59.84 7VCM 1.85 RM-M [154] 2021
59.58 4XBI 2.01 RM-M [72] 2014
59.34 5J3N 2.45 RM-AMB-M [155] 2016
58.72 6WV7 2.48 RM-AMB-M [153] 2020
58.72 6WV6 2.70 RM-AMB-M [153] 2020
58.72 6WVH 1.99 RM-AMB-M [153] 2020
58.72 6WV3 2.20 RM-AMB-M [153] 2020
58.35 6XuU4 3.18 RM [156] 2020
57.39 6WVF 2.90 RM-AMB-M [148] 2020
57.00 6WV8 3.01 RM-AMB-M [153] 2020
57.00 6WV9 3.35 RM-AMB-M [153] 2020
57.00 6WVA 3.35 RM-AMB-M [153] 2020
57.00 6WVB 2.87 RM-AMB-M [153] 2020
57.00 6WVI 2.40 RM-AMB-M [153] 2020
54.57 4JRB 241 RM-M [157] 2013
54.52 6WVD 2.25 RM-AMB-M [148] 2020
53.92 6HR1 1.90 RM-M [158] 2018
46.40 6LNP 2.99 RM [159] 2019
42.88 6PER 2.10 RM-M [160] 2019
42.88 6URU 2.60 RM-M No publicado 2019
42.05 6DGV 2.80 RM [161] 2018
40.76 6GEL 251 RM-AMB-M [162] 2018
40.76 6GEZ 2.47 RM-AMB-M [162] 2018
40.18 5FGU 1.90 RM-M [163] 2015
39.66 3EVR 2.00 RM [164] 2008
39.26 7E9Y 2.25 RM [165] 2021
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39.02 3EVV 2.60 RM [164] 2008
37.95 6Wv4 3.01 RM-AMB-M [153] 2020
36.45 30SR 2.00 RM [83] 2010
36.30 3EK7 1.85 RM [166] 2008
36.30 3EKH 2.00 RM [166] 2008
36.30 3EK4 2.65 RM [166] 2008
36.18 6M63 2.25 RM-M [167] 2020
36.16 3SG4 2.40 RM [168] 2011
36.16 3S5G7 1.90 RM [168] 2011
36.01 30SQ 1.90 RM [83] 2010
31.61 6ZUlI 2.20 RM [169] 2020
31.40 3EKS8 2.80 RM [166] 2008
31.40 3EKJ 2.80 RM [166] 2008
31.40 3SG2 2.00 RM [168] 2011
31.33 35G6 1.70 RM [168] 2011
31.25 3SG5 1.90 RM [168] 2011
31.18 3SG3 2.70 RM [168] 2011
31.18 3EVU 1.75 RM [164] 2008
27.50 6EFR 2.40 RM [170] 2018
26.82 7STT 3.20 SAD-RM [171] 2021
26.82 7S7U 2.95 RM [171] 2021
26.82 7S7V 2.50 RM [171] 2021
2258 4P7H 3.20 RM [172] 2014
22.27 4PAO 2.25 RM-AMB-M [173] 2014
22.24 4ANJ 2.60 RM-M [174] 2012
6.90 4RH7 341 MIR [175] 2014
SIDL?I:ACgr:r?jIZ(IjDeF Codigo | Resolucion :\:leitjolggigr? Referencia Afio d.e
(%) PDB (A) de fases deposito
49.00 3PGE 2.80 RM-M [176] 2010
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46.38 3TIX 2.90 SAD [177] 2011
45.45 3UF8 1.50 RM [178] 2011
45.45 4GGQ 1.95 RM [178] 2011
45.45 3UQA 1.55 RM [178] 2011
45.45 3VAW 1.55 RM [178] 2011
45.45 4FN2 1.95 RM [178] 2011
45.45 4G50 1.75 RM [178] 2011
45.45 4GIV 2.45 RM [178] 2011
45.45 3UQB 1.90 RM [178] 2011
41.85 3Vv70 2.25 RM [179] 2011
40.38 5V8T 2.10 RM No publicado 2017
36.23 5YC2 2.70 RM [180] 2017
36.23 5YCA 1.57 RM [180] 2017
31.67 6UKM 1.74 RM [181] 2019
31.67 6UKU 1.68 RM [181] 2019
31.67 6UKV 1.83 RM [181] 2019
31.67 6UKW 1.97 RM [181] 2019
31.67 6UKX 1.93 RM [181] 2019
31.67 6UKZ 1.52 RM [181] 2019
31.67 6ULO 1.76 RM [181] 2019
30.16 7PWH 1.90 RM [182] 2021
30.16 7PWI 1.33 RM [182] 2021
29.61 6VEL 2.65 RM [183] 2020
27.86 6BR9 2.20 SAD [120] 2017
26.67 31X6 2.20 RM No publicado 2009
26.57 6FMP 2.92 RM [184] 2018
26.57 6FMQ 2.10 RM [184] 2018
25.71 4DA1 2.38 RM [185] 2012
24.00 5VWM 1.80 RM No publicado 2017
22.58 5M23 1.97 RM [186] 2016
22.58 5M25 2.43 RM [186] 2016

117




22.54 7P7I 1.70 RM-AMB-M | No publicado (BioRxiv) 2021
21.53 5JINE 2.85 RM-AMB-M [187] 2016
21.21 6P81 1.75 RM-AMB-M No publicado 2019
20.73 6PTH 3.05 RM No publicado 2019
17.48 60TE 2.95 RM No publicado 2019
15.38 6CFP 2.45 RM No publicado 2018
IzBOSr'(I:'eenrfellflglze Codigo | Resolucion :\:laigolg(c)igﬁ Referencia Afio o!e
%) PDB (A) de fases deposito
95.61 4ECB 2.20 RM-M [188] 2012
94.37 4ECC 2.20 RM-M [188] 2012
93.53 1GNE 2.50 RM-M [189] 1994
92.74 1DUG 1.80 RM-M [190] 2000
85.83 1BG5 2.60 RM-M [191] 1998
77.50 1B8X 2.70 RM-M [192] 1999
55.64 7AL7 1.80 RM [193] 2020
36.45 7ESG 2.53 RM No publicado 2021
29.90 7NT8 2.22 RM [194] 2021
8.05 4AI16 3.40 RM [195] 2012
8.05 4AKG 3.30 RM [195] 2012
8.05 4AKH 3.60 RM [195] 2012
8.05 4AKI 2.70 SAD [195] 2012
F;t;r;eennt?geslze Codigo | Resolucion rl\gitoolggigr? Referencia Afio d.e
(%) PDB ) de fases deposito
52.43 6GD1 2.01 RM-M [196] 2018
48.65 3DXB 2.20 RM [197] 2008
29.51 6Y4Y 1.75 RM [198] 2020
29.51 6Y73 1.70 RM [198] 2020
29.51 6Y4Z 1.90 RM [198] 2020
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29.03 7SCD 2.90 RM [199] 2021
28.50 6YT3 2.85 RM-M [158] 2020
25.96 61BL 2.70 RM [200] 2018
25.96 6H7L 2.70 RM [201] 2018
25.96 6H7J 2.80 RM [201] 2018
25.96 6H7M 2.76 RM [201] 2018
25.96 6H70 2.80 RM [201] 2018
15.61 4KCA 1.90 RM [202] 2013
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14.2 Tabla suplementaria 2

Entradas de PDB, valores de las variables evaluadas y resultados del Método 1 de las 116 proteinas de fusién evaluadas. Los codigos PDB resaltados en amarillo
corresponden a las proteinas de fusién con MBP, en verde con GFP y en naranja con SUMO. Los porcentajes resaltados en azul indican resultados positivos,
mientras que los violetas indican resultados negativos. NA: valor no disponible.

. . . . Porcentage . .
Codigo | Porcentaje | oo cign | LLg |AMinoacidos ) ® T, " | Porcentaje | oo atitud | Multiplicidad | /e | Factor B | Fuentede| Tipo de | Grupo
PDB construido en la UA etiqueta de solvente de Wilson | rayos X |detector| espacial
AWMU 96.6 1.55 15930 518 70.8 42.7 100.0 6.1 17.91 15.3 ré\tg‘t’gr‘i’o cch P21212
4PE2 1.72 11505 516 71.1 59.3 95.3 6.7 11.99 24.4 | Sincrotrén | Pixel 1121
ARWF 81.4 1.76 5123 591 62.3 34.8 99.9 7.2 30.13 28.4 | Sincrotrén | CCD | P21212:
AWMS 82.8 1.90 7617 518 70.8 43.3 98.2 13.4 27.93 17.3 rg’;‘t’gﬁo ccD P212:2
AWMX 82.8 2.00 5719 518 70.8 43.2 98.7 8.4 20.58 23.0 ré\tg‘t’gr‘i’o ccb P212:2
30AI 82.0 2.10 12618 1014 72.2 43.1 99.9 35 17.80 26.7 | Sincrotrén 'g’lg?ee P1211
40GM 2.23 5337 520 69.6 42.1 08.7 2.0 14.14 | 266 |Sincrotrén| CCD | P21212:
3PY7 79.9 2.29 5329 523 70.2 53.0 96.1 6.4 3360 | 422 |Sincrotrén | CCD C222,
AWMT 96.6 2.35 4296 518 70.8 44.1 98.2 6.9 14.78 24.7 rgg‘t’gr‘i’o ccb P212:2
3MP1 2.60 2241 522 70.3 43.2 96.9 3.2 9.50 384 | Sincrotrén | CCD | P212121
402X 2.70 6706 1014 72.4 32.6 97.3 2.7 15.80 78.0 | Sincrotrén | Pixel P61
ANUF 2.80 2965 580 63.4 59.6 100.0 9.9 1280 | 335 |Sincrotrén| CCD | P21212:
3D4C 2.90 1495 481 76.5 57.6 99.3 11.1 33.10 925 | Sincrotrén | CCD 1222
3WAI 89.6 1.90 4948 739 50.1 45.4 99.5 3.6 25.00 236 | Sincrotrén | CCD c121
4H1G 79.7 2.15 6069 715 50.2 45.7 08.8 3.2 12.02 25.2 | Sincrotrén | CCD P12:11
3DMO 83.1 2.40 3754 694 52.7 59.5 98.8 4.2 12.40 36.3 Anodo ccD P1
rotatorio
3F5F 88.9 2.65 12328 1316 54.9 67.9 99.6 6.3 14.10 46.8 Anodo ccb P61
rotatorio
407Q 2.71 1803 720 51.5 53.8 94.6 3.1 10.72 | 408 | Sincrotrén | CCD P1
4NDZ 3.45 99 3948 55.8 53.8 99.1 6.0 NA 88.5 | Sincrotrén | CCD | P212121
4BLA 3.50 99 2976 495 56.3 99.9 11.7 28.10 | 110.8 | Sincrotrén | CCD P212:2
4BLB 2.80 583 3024 48.7 53.1 98.2 35 1040 | 80.0 | Sincrotrén | Pixel P12:1
4BL9 2.80 25966 3324 44.3 55.8 98.6 7.7 12.90 59.2 | Sincrotrén | CCD P1
6QF7 4.00 226 1256 59.6 67.6 248 2.5 3.80 39.9 | Sincrotrén | Pixel P4
5104 2.42 1304 692 53.6 58.6 99.0 3.4 11.80 53.2 | Sincrotrén | Pixel P65
6EG2 2.98 941 621 58.9 69.3 97.9 12.7 18.20 91.5 | Sincrotrén | Pixel P4,212
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SHZW 4.45 153 691 54.4 68.4 99.7 9.5 3.80 163.2 Sincrotron | Pixel P64
6DD5 2.85 4235 1356 52.9 61.8 100.0 14.8 17.70 54.0 Sincrotrén | CCD P212121
4AWRN 3.20 705 1390 54.1 48.0 99.0 6.3 16.20 97.7 Sincrotron | Pixel H32
4QSz 2.86 785 1374 52.5 50.3 97.7 13 NA 38.0 Sincrotrén | CCD P1211
S5FSG 3.21 763 698 51.4 51.3 99.0 4.3 14.21 29.1 Sincrotron | Pixel P212121
5T03 2.10 3294 1384 53.0 53.0 99.7 6.0 6.30 29.6 Sincrotréon | CCD P212121
SEDU 2.79 688 1490 515 49.0 100.0 2.5 23.70 55.6 Sincrotréon | CCD P212121
AWIV 3.20 3791 3048 50.0 49.8 100.0 11.4 15.60 64.9 Sincrotréon | CCD C121
6DKS 2.78 2116 1658 49.1 55.3 99.3 3.7 14.90 59.7 Sincrotréon | CCD P12:1
5AQ9 1.86 1458 1834 43.1 49.8 100.0 13.1 21.83 29.7 Sincrotron | Pixel P212121
4BL8 3.04 1805 1662 44.3 51.1 99.9 10.9 17.00 90.1 Sincrotrén | CCD P212121
5AZA 2.08 5154 872 42.3 49.0 100.0 12.0 18.70 34.5 Sincrotrén | CCD P212121
4JKM 2.26 246 2004 39.9 55.6 99.6 7.4 12.00 45.8 Sincrotrén | CCD C222;
6VLS 3.20 985 3864 38.0 59.1 97.3 23 6.11 70.2 Sincrotron | Pixel P1211
7B01 2.80 1592 608 60.2 59.0 92.2 6.5 12.00 61.0 Sincrotron | Pixel P3221
SHZV 2.72 2006 626 59.3 57.8 98.4 3.3 7.70 63.0 Sincrotron | Pixel P6s
4DXB 2.29 3500 1274 56.5 51.9 95.9 1.9 12.90 32.2 Sincrotrén |  CCD P1
404B 97.4 1.80 3467 646 61.3 49.8 99.4 5.0 39.00 27.5 Sincrotrén |  CCD P212121
4QVH 100.0 1.75 7781 1196 61.4 53.3 99.3 7.4 10.50 23.2 Sincrotrén |  CCD P212121
303U 100.0 1.50 16347 581 61.6 55.9 99.3 11 32.90 16.2 Sincrotrén |  CCD P212121
6ZIS 83.4 1.73 5617 594 62.1 37.7 99.9 7.6 6.31 27.0 Sincrotrén | Pixel P212121
6ZHO 94.5 1.60 8750 594 62.1 37.7 99.6 9.3 12.30 13.5 Sincrotrén | Pixel P212121
4XAl 2.60 3541 1146 63.9 54.3 92.8 2.4 7.80 58.5 Sincrotrén | CCD P212121
4RWG 2.44 1469 1779 62.1 51.9 99.8 4.2 24.30 56.6 Sincrotrén | CCD Cl21
3H4Z 2.35 6790 1704 63.6 51.9 97.8 53 28.40 41.3 rc?[r;(t)c?r(i)o CCD Cl21
4XBI 89.6 2.01 10854 762 59.6 50.7 98.6 5.0 10.90 36.5 Sincrotrén | Pixel P6s
5J3N 97.5 2.45 6490 792 59.3 51.7 99.2 4.7 11.70 33.2 Sincrotrén | Pixel C2221
6WV7 2.48 1493 780 58.7 58.6 87.5 1.8 14.20 36.8 Sincrotrén | Pixel P1
6WV6 2.70 1722 390 58.7 60.3 92.0 2.4 10.40 51.3 Sincrotrén | Pixel P21212
6WVH 1.99 9789 780 58.7 58.0 90.7 2.3 12.50 23.6 Sincrotrén | Pixel P1
6XU4 3.18 3626 1239 58.4 63.7 100.0 7.0 13.60 92.7 Sincrotrén | Pixel P43212
6WVF 2.90 1430 399 57.4 51.4 98.9 5.8 11.20 75.7 Sincrotrén | Pixel P3221
6WV8 3.01 1940 414 57.0 59.0 93.9 2.7 8.20 63.0 Sincrotrén | Pixel P212121
6WV9 3.35 1431 414 57.0 61.1 93.1 2.3 7.80 78.5 Sincrotrén | Pixel Cl21
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6WVA 3.35 1468 414 57.0 60.9 98.2 3.7 10.80 | 848 | Sincrotrén | Pixel c121
6WVB 2.87 1695 414 57.0 53.5 93.7 2.6 7.80 57.6 | Sincrotrén | Pixel 1222
6WVI 2.40 4490 414 57.0 60.4 99.5 4.0 13.10 | 467 | Sincrotrén | Pixel c121
4JRB 2.41 3921 416 54.6 60.7 99.3 7.1 14.90 | 487 | Sincrotrén| ccD c222;
6WVD 2.25 2020 420 54.5 42.8 94.5 2.5 11.00 | 37.8 | Sincrotrén | Pixel c121
6HR1 1.90 12277 868 53.9 53.3 99.9 13.1 1412 | 287 | Sincrotrén | Pixel P1211
6LNP 2.99 311 806 46.4 57.8 99.8 13.6 1210 | 527 | Sincrotrén | Pixel P4,
6PER 2.10 2554 555 42.9 48.9 98.1 3.1 1140 | 331 | Sincrotrén | Pixel 1222
6DGV 2.80 857 566 42.0 58.8 100.0 21.5 1470 | 52.4 | Sincrotrén | ccD P64
6GEL 2.51 2189 1104 40.8 59.8 98.7 6.6 2416 | 532 |Sincrotron | Pixel | P21212:
6GEZ 2.47 1553 1104 40.76 59.9 97.5 6.4 14.95 | 60.8 | Sincrotrén | Pixel | P212121
5FGU 87.5 1.90 5625 565 40.2 53.6 100.0 7.3 25.60 | 233 |Sincrotrén | ccD c222;
3EVR 93.6 2.00 2886 411 34.1 68.5 100.0 17.4 2360 | 212 |Sincrotron| ccD | P41212:
7EQY 2.25 445 339 71.7 53.6 99.9 5.3 5.75 19.3 | Sincrotrén |  Pixel c222;
3EVV 2.60 675 451 39.0 36.6 98.0 3.3 8.00 21.7 | Sincrotrén | ccD c121
6WV4 3.01 189 390 37.9 64.7 91.1 2.6 5.40 57.6 | Sincrotron | Pixel | P2122;
6WV5 2.20 1583 390 60.5 68.6 94.3 2.3 1150 | 581 | Sincrotrén | Pixel H3
30SR 2.00 858 1306 36.4 50.3 100.0 5.7 1140 | 19.6 | Sincrotrén | CCD P12:1
3EK7 96.9 1.85 2206 449 36.3 38.1 98.5 75 1880 | 21.6 |Sincrotrén| ccD c121
3EKH 84.3 2.00 3422 449 36.3 64.5 100.0 14.1 2150 | 26.6 |Sincrotrén| CCD | P4:1212:
3EK4 2.65 1504 449 36.3 48.7 98.7 3.1 2044 | 364 |Sincrotron| ccD | P2i2:2
6M63 2.25 869 774 36.2 53.8 100.0 14.5 8.30 340 |Sincrotrén| CCD | P21212:
35G4 95.3 2.40 1810 448 36.2 64.3 99.8 13.7 1470 | 334 |Sincrotrén| CCD | P412:2
3SG7 98.7 1.90 2066 448 36.2 43.0 95.5 7.2 1020 | 30.1 |Sincrotén| ccD | P21212:
30SQ 1.90 803 661 36.0 57.5 99.9 11.1 1430 | 269 |Sincrotrén| cCD | P21212:
6ZUI 2.20 823 446 31.6 46.6 95.0 9.1 15.80 | 345 | Sincrotrén | Pixel c222;
3EK8 77.3 2.80 1344 449 31.4 64.7 100.0 11.9 8.60 40.9 rg:t)gr(i)o CCD | P4i2:2
EE ' B 1107 449 31.4 42.3 98.9 7.1 1540 | 265 | Sincrotron | CCD c121
35G2 92.3 2.00 2467 449 31.4 63.9 99.9 13.0 2080 | 269 |sSincrotron| ccb | Pa1212
3SG6 94.5 1.70 3351 450 31.3 39.5 93.9 6.5 15.90 | 25.3 rc’?{;‘t’gf‘i’o ccD c121
3SG5 92.0 1.90 2372 448 31.3 35.8 99.6 5.5 1090 | 257 | Sincrotrén| ccD c121
3SG3 88.9 2.70 2501 448 31.3 64.7 99.9 13.9 1530 | 27.0 |Sincrotrén| ccD | P412:2
| 6eFR NGO 240 1905 520 275 50.8 99.1 3238 4779 | 36.6 | Sincrotron| cCD 1222
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7S7T
4PTH

4PAO
4ANJ
7S7U
7VCM
7S7V
BWV3
3PGE
3TIX
3UF8
4GGQ
3UQA
3VAW
3V70
3UQB
5v8T
5YC2
5INE
6P81
4FN2
4G50
4GIV
5YCA

88.9

3.20 2563 537 44.7 71.0 99.5 19.3 17.74 | 1156 | Sincrotrén | Pixel P61
3.20 105 2046 226 54.6 99.5 11.3 9.00 | 452 rég;;%) 'g;gf P1
2.25 136 2048 223 52.9 93.3 7.4 9.00 | 260 |sSincrowon| ccb | P12l
2.60 795 1052 222 59.4 100.0 48 720 | 269 |sincrowon| cco | ci21
2.95 3251 537 44.7 58.8 99.5 20.0 21.00 | 992 | Sincrowon| Pixel P61
1.85 6627 772 59.8 44.4 935 1.9 630 | 167 |sSincrowon| Pixel P1
2.50 4726 2148 447 525 98.5 35 10.69 | 40.0 | Sincrotron | Pixel P1
2.20 5002 390 58.7 56.3 92.0 2.4 10.40 | 339 | Sincrotron | Pixel | P212:2;
2.80 1854 200 49.0 745 100.0 12.6 1480 | 842 |sincrowen| ccD | Fa32
2.90 5203 414 46.4 58.4 99.7 1.9 804 | 640 |Sincrowen| CCD | C222;
1.50 1025 209 455 36.2 99.8 4.0 2306 | 122 |Sincrowon| CCD | P12:1
1.95 769 836 455 41.9 97.0 2.4 1261 | 274 | Sincrotén| CCD P1
1.55 902 209 455 38.1 99.4 4.0 17.26 | 165 | sincrowén| ccb | ci121
155 498 209 455 52.5 97.3 3.9 2433 | 121 |Sincrowon| CCD | Pi2:1
2.25 328 454 41.9 50.6 99.7 438 1520 | 298 | sincrowén| CCD | P212:2:
1.90 514 209 455 36.1 99.8 4.0 16.56 | 181 | Sincrowon| cCD | Pi12i1
2.10 1110 416 404 40.6 99.8 41 1151 | 208 |sincrowén| CCD | P12l
2.70 180 414 36.2 49.1 97.9 35 11.70 | 472 | Sincrotron | Pixel P1
2.85 5723 734 215 64.1 99.0 3.6 910 | 523 |Sincrowen| ccb | ci21
1.75 39 462 21.2 52.9 99.9 7.4 18.00 | 269 | Sincrotrén| CCD 1222
1.95 174 418 455 375 97.9 3.8 12.27 | 189 | Sincrotrén| CCD P1
1.75 363 418 455 33.0 971 3.2 1644 | 194 | Sincrotrén| CCD P1
2.45 1154 418 455 44.7 99.9 3.7 15.96 | 363 |sincrowén| cCD | cCi21
1.57 1164 207 36.2 50.0 99.9 12.9 5170 | 175 |Sincrowon| Pixel | P212:2:
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14.3 Tabla suplementaria 3

Desviacion cuadratica media (RMSD) de la regiéon de la proteina de interés en las 36 estructuras
construidas en comparacion con la estructura depositada.

Cdédigo PDB Porcentaje construido | RMSD | Coincidencias
4QVH 100.0 0.067 226/226
303U 100.0 0.162 208/208
3SG7 98.7 0.306 149/149
5J3N 97.5 0.234 224/229
404B 97.4 0.266 238/240
3EK7 96.9 0.220 143/143
AWMU 96.6 0.069 146/146
AWMT 96.6 0.252 139/145
6WVH 95.9 0.431 151/152
35G4 95.3 0.336 125/125
6ZHO 94.5 0.283 190/192
3SG6 94.5 0.122 100/119
3EVR 93.6 0.222 148/418
35G2 92.3 0.336 147/148
3SG5 92.0 0.255 133/133
5AZA 90.8 0.173 380/400
3WAI 89.6 0.102 305/339

4XBI 89.6 0.614 226/229
3F5F 88.9 0.254 254/263
3SG3 88.9 0.273 125/127
5YCA 88.9 0.229 131/131
5FGU 87.5 0.209 226/229
3UF8 86.8 0.047 107/107
3UQA 85.9 0.229 112/112
3EKH 84.3 0.176 85/85
6Z1S 83.4 0.139 169/169
3DMO 83.1 0.295 269/275
4WMS 82.8 0.094 125/125
4AWMX 82.8 0.095 120/121
5V8T 82.2 0.198 188/189
30Al 82.0 0.287 117/119
ARWF 81.4 0.219 176/178
ANUF 80.8 0.952* 118/134
3PY7 79.9 0.246 117/117
4H1G 79.7 0.247 265/267
3EK8 77.3 0.220 143/143

* El valor alto se debe a que ARP/WARP construye las coordenadas en dos celdas unitarias diferentes, pero
vecinas. Este valor disminuye por debajo de 0.300 si se comparan de forma independiente las secciones
individuales que se separaron en la construccion con ARP/WARP.
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