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. RESUMEN

Muchos de los biomateriales estan compuestos de cristales inorganicos y moléculas
organicas como lipidos, polisacaridos y proteinas, los cuales son generalmente conocidos
como matriz organica. Se ha postulado que esta matriz organica y principalmente las
proteinas tienen cierta influencia sobre el control de la depositacion mineral. De las
proteinas encontradas en la seccion intramineral del cascarén de huevo de Gallus gallus,
la ovocleidina-17 (OC-17) es la mas abundante en la fase inicial de calcificacion y es
sintetizada especificamente en el Gtero, por lo que podria jugar un papel importante en la
cristalizacion del carbonato de calcio. En este trabajo se describe su purificacién,
cristalizacion y resolucién estructural, asi como la construccién de un modelo preliminar de
interaccién proteina-mineral. La purificacion fue realizada mediante cromatografia de fase
reversa (HPLC-RP). Los cristales de proteina se obtuvieron utilizando la técnica de
difusién en fase vapor en gota sedente y fueron caracterizados en un equipo de anodo
rotatorio a una resolucién de 3 A a temperatura ambiente. Para la resolucién estructural, la
captacion de datos de difraccion de rayos X se llevd a cabo usando radiacién de
sincrotrén a la temperatura de 100 Ky 1.5 A de resolucién. La resolucién estructural se
realiz6 mediante la técnica de reemplazo molecular (MR), usando como modelo la
estructura tridimensional de la litostatina de calculos pancreaticos humanos. El
plegamiento de la OC-17 corresponde a un dominio globular similar al de lectinas tipo C
(CTLD) con 3 hélices y 8 hebras 3 que forman dos laminas B antiparalelas. De las hélices,
dos son del tipo o y una del tipo 3,,. Asimismo, en la estructura se encuentran tres

puentes disulfuro formados entre la Cys5-Cys16, Cys33-Cys138, Cys113-Cys130.
Durante la resolucién estructural fue posible localizar uno de los aminoacidos con
modificacion postraduccional correspondiente a una fosforilacion en la Ser61. In vitro la
OC-17 produce modificaciones en el habito cristalino y en el patréon de crecimiento mineral
de la calcita, formando agregados cristalinos. Un modelo preliminar de interaccion
proteina-mineral muestra que los residuos GIu69 y Asp72 podrian interactuar con iones

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

The protein ovocleidin-17 (OC-17) of the Gallus gallus eggshell is the most abundant in the
initial phase of calcification and is synthesized specifically in the uterus. In this work its
purification, crystallization and structural resolution is described, as well as the construction
of a preliminary model of protein-mineral interaction. The purification was made by means
of reversed phase chromatography (HPLC-RP). Crystals suitable for X-ray analysis were
obtained by the sitting drop vapor diffusion method. In the preliminary X-ray analysis the
crystals obtained diffracted up to 3.0 A using a rotating anode generator at room
temperature. The X-ray data collection for the structural resolution was done using
synchrotron radiation at 100 K obtaining a maximum resolution limit of 1.5 A. The 3D
structure was solved by molecular replacement (MR) using the 3D structure of the
lithostathine of human pancreatic stones as a reference structure. The OC-17 folding
belongs to the C-type lectin-like domain (CTLD) with three helices and eight 3-strands, the
later being clustered in two oppositely oriented antiparallel B-sheets. The two major helices
are o type and the third is a short helix type 31o. The structure is stabilized by three
disulphide bridges between Cys5-Cys16, Cys33-Cys138 and Cys113-Cys130. One
phosphoserine SEP61 assigned during the 3D solving was modeled. In vitro the OC-17
produce modifications in the crystalline habit and pattern of crystal growth of calcium
carbonate (CaCOj3) inducing the formation of crystal aggregates. A preliminary model of
protein-mineral interaction showed that the residues Glu69 and Asp72 may have a specific
interaction with calcium ions every two unit cells along the A and B axis. These evidences
demonstrate that the OC-17 plays an important role in the biomineralization of the

eggshell.
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. ANTECEDENTES

El primer trabajo formal de biomineralizacion fue el realizado por Lowenstam en 1962
(Weiner & Addadi, 2002), en el que se describe la biomineralizacion de magnetita en
dientes de quitones (moluscos), que se encuentran dispuestos sobre una estructura
llamada radula. Hasta entonces, se pensaba que la magnetita s6lo podia formarse a altas
temperaturas y presiones. Su descubrimiento enfoc6 la atencion de los investigadores de
diferentes areas a la capacidad de los organismos vivos de formar inesperadas fases
minerales, siendo sus estudios un parteaguas en el campo entonces conocido como
calcificacion. Desde entonces y hasta ahora se han descrito mas de 70 diferentes tipos de
minerales en seres vivos (Weiner & Addadi, 2002). Sin embargo, ningin componente
macromolecular especifico y directamente relacionado con uno de estos procesos habia
podido ser caracterizado a niveles atdmicos, ni existe un modelo de interaccion.De igual
manera, aunque las primeras caracterizaciones morfolégicas para el caso de cascarones de
huevo de aves fueron realizadas desde hace mas de un siglo por von Nathusius (Tyler,
1964), éstas no tomaban en cuenta componentes a nivel molecular.

Con la finalidad de dilucidar qué componentes podrian estar directamente relacionados con
el control de la formacion de los cascarones de huevo en aves, usando como un primer
modelo de aproximaciéon los huevos de Gallus gallus, nos propusimos los siguientes

objetivos:
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Ill. OBJETIVOS

General

Caracterizacion de algunos de los componentes macromoleculares involucrados en el

proceso de biomineralizacién en cascarén de huevo de Gallus gallus.

Particulares

Aislamiento y purificacion de la proteina ovocleidina-17 de la seccion intramineral del
cascaron de huevo de Gallus gallus.

Caracterizacion bioquimica de la proteina ovocleidina-17.

Cristalizacién, estudios de difraccion de rayos X y resolucion estructural de la proteina

ovocleidina-17.

Construcciéon de un modelo de interaccién proteina-mineral.
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V. JUSTIFICACION

La sintesis de nuevos materiales para el desarrollo de nuevas tecnologias, y mas
especificamente aquellos con una aplicacion potencial en el area biomédica, ha tomado
un gran auge de unos anos a la fecha. Sin embargo, el desarrollo de materiales hibridos
organico — inorganico emulando a los de origen biogénico, es un area emergente en la
que los componentes macromoleculares involucrados en su sintesis han sido poco
estudiados en detalle.

Uno de los modelos de biomineralizacion mas impresionantes es el cascarén de huevo de
aves, llegandose a formar en el caso de la gallina comun (Gallus gallus) hasta 5 gramos
de carbonato de calcio en menos de 24 horas. La caracterizacion de los componentes
biomacromoleculares involucrados en este proceso es de vital importancia, pudiéndose
extrapolar a futuro a procesos de biomineralizacion patolégicos como es la formacion de
calculos pancreaticos y renales.

La ovocleidina-17 que es la proteina intremineral mas abundante en la fase inicial de
calcificacién (Gautron et al.,, 1997). Es sintetizada especificamente en el utero y esta
presente en la zona mamilar (Hincke et al., 1995), resulta ser un blanco idéneo de
caracterizacién para dilucidar su papel en el proceso de biomineralizacién del cascaron de
huevo. Asimismo, no existe hasta hoy en dia un modelo tridimensional de ninguno de los
componentes macromoleculares directamente involucrado en un proceso de
biomineralizacion. Debido a lo anterior, las investigaciones relacionadas con los procesos
de biomineralizacion y las interacciones de sus diferentes componentes tienen grandes
aplicaciones a futuro, con la finalidad de poder desarrollar “materiales a la medida”,
basandose en los de origen biogénico.
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1. Introduccion

1.1 Biomineralizacion

La formaciéon controlada de materiales inorganicos en los organismos resulta en la
biomineralizacion de fases amorfas y/o cristalinas con una ultraestructura, forma vy
simetria muy peculiar. Debido a que estos sélidos inorganicos se encuentran ampliamente
conservados a través de la evoluciéon han sido sujetos a extensas investigaciones en el
campo de la sistematica biolégica y la paleontologia, como es el caso de los
cocolitoforidos (Young et al., 1999). En contraste, los procesos quimicos y bioquimicos de
la biomineralizacién han comenzado a estudiarse hasta hace sélo algunos afos. Estos
estudios nos llevan a una nueva visién en la quimica bioinorganica y proveen nuevos
conceptos en la ingenieria de cristales y la ciencia de materiales.

Hoy en dia se conocen un amplio numero de biominerales. Estos se encuentran en
organismos unicelulares y multicelulares. La mayoria estan formados por cationes
divalentes de metales alcalinotérreos (Mg?*, Ca?*, Sr**, Ba®") unidos a aniones como los
carbonatos, oxalatos, sulfatos, fosfatos e hidréxidos / oxidos. Menos comunes son los
metales como el Mn, Au, Ag, Pt, Cu, Zn, Cd y Pb que se depositan en las bacterias
generalmente como sulfitos metalicos.

En la biomineralizacién, las formas cristalinas generalmente estan relacionadas con una
funcion biolégica especifica, como el soporte estructural (huesos y conchas), fuerza
mecanica (dientes), almacenaje de hierro (ferritina) y sensores magnéticos y de gravedad,
mientras que otros minerales generados de forma y tamano heterogéneo pueden tener un
gran valor al incrementar la densidad celular y en la defensa en contra de depredadores
(Mann, 1989 ; Chasteen & Harrison, 1999; Wilt, 1999).

Hasta hoy dos procesos de biomineralizacion han sido descritos: uno en el cual la
formacion es inducida por el organismo, como resultado de la interaccion entre
metabolitos biolégicos y los cationes presentes en el medio ambiente externo (llamada
mineralizacion “inducida biolégicamente”), y el otro es un proceso en que los minerales

crecen en un esqueleto estructural organico preformado (llamada mineralizacion mediada
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por “matriz organica’), en donde la matriz organica esta formada principalmente de
lipidos, polisacaridos y proteinas (Sarashina & Endo, 1998).

En el proceso de mineralizacién “inducida biolégicamente”, la precipitacion mineral adopta
habitos cristalinos similares a los formados por procesos inorganicos, y la orientacion de
los cristales, en el caso de los agregados, es esencialmente al azar. En contraste, en el
proceso de mineralizacién mediado por “matriz organica” los minerales adoptan un habito
cristalino unico, mientras que su tamano y distribucion tienen una orientacion bien definida
(Lowenstam, 1981).

Asimismo, en casi todos los organismos los cristales estan siempre asociados con una
membrana o con una matriz organica (Watabe, 1974). Esta matriz tiene influencia sobre
la formacion, morfologia y cristalografia de la fase inorganica, sirviendo como sitio de
nucleaciéon para la formacion de los cristales o siendo una limitante, ya que puede
determinar la orientacién y el tamanio de los cristales (Sarikaya, 1994), como es en el caso
de las conchas de moluscos, los huesos de los vertebrados, etc.

Esta influencia puede estudiarse basandose en los diferentes tipos de
complementariedades moleculares descritas por Mann (1989), entre las que destacan la
distribucion espacial de cargas y el sinergismo entre los diferentes componentes.

Biomineralizacion mediada por matriz organica

La matriz organica es especificamente sintetizada bajo control genético antes, y algunas
veces durante, el proceso de biomineralizacion. En muchos casos la matriz es un
armazon polimeérico que consiste de un complejo agrupamiento de macromoléculas como
proteinas y polisacaridos.

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

1. La modificacion de las propiedades fisicas, como fuerza y dureza de los biomateriales.
2. La estabilizacion de las superficies minerales, protegiéndolas de la disoluciéon o
transformacién de fase.

3. El control en la localizaciéon y organizacion de los sitios de nucleacion, asi como de la

orientacion cristalografica y la estructura de la fase mineral (Mann, 2001).
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Macromoléculas y matriz organica

Las matrices organicas son producidas como armazones insolubles constituidos por
macromoléculas predominantemente hidrofébicas, sobre las cuales se encuentran sujetas
macromoléculas hidrofilicas. Estas ultimas pueden presentar una superficie de nucleacion
activa hacia la solucién externa. En general, se ha postulado que las proteinas que forman
la fraccion soluble son glicoproteinas acidas. El hecho de que se les haya denominado
macromoléculas “acidas” es debido a que generalmente soélo se han realizado estudios de
contenido de aminoacidos, en donde resultaban ser predominantes los acidos glutamico y
aspartico, asi como aminoacidos modificados covalentemente como las serinas vy
treoninas fosforiladas. En general, este modelo de dos componentes (fracciéon soluble e
insoluble) ha sido postulado basandose en datos empiricos obtenidos de la extraccién de
proteinas de tejidos mineralizados como huesos y conchas. Asi, las macromoléculas de
este armazon (colagenas, quitina, celulosa) se encuentran asociadas con la fraccion
insoluble formada de proteinas hidrofébicas y polisacaridos, las cuales representan el
componente biomecanico y estructural de la matriz organica, mientras que las
macromoléculas solubles en el proceso experimental de desmineralizacion podrian ser el

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

1.2 Biomineralizacién en cascarones de huevo
Los cascarones son un compartimiento para el desarrollo de embriones de un gran
numero de especies, y en este sentido constituyen una amplia estrategia evolutiva a
través de la filogenia. Estos no sélo proveen de proteccién al embrién, sino que también
regulan el agua, gas e intercambio iénico y en algunos huevos calcareos, como en las
aves y algunos reptiles, proveen una fuente de calcio para la formacién del esqueleto del
embrion (Arias et al., 1993). Sin embargo, no todos los huevos se encuentran calcificados.
En general se han descrito tres tipos diferentes de cascarones con base en la extension

mineralizada que presentan:

|. Cascarones parecidos a membranas, suaves o en parches: Estos cascarones tienen
pequefnas cantidades de calcita granular y son caracteristicos de serpientes, monotremas y

muchas lagartijas.



Juan Pablo Reyes-Grajeda Introduccion

Il. Cascarones con un estrato calcareo flexible: estos cascarones los presentan las
tortugas actuales, las tuataras y algunos quelonios fosiles. En estos cascarones existe una
clara demarcacion entre las membranas organicas y la fase cristalina formada en la parte
externa.

Ill. Cascarones con un estrato calcareo rigido: este tipo de cascarén lo presentan todos los
cocodrilos, todas las aves, algunas tortugas y geckos y todos los cascarones identificados

de dinosaurios.

Organizacion estructural y composicion de los cascarones de huevo de aves

Las primeras caracterizaciones estructurales de los cascarones de aves fueron hechas a
mediados del siglo XIX. Los primeros estudios fueron realizados por Wilhelm von
Nathusius quien mostré que los cascarones tienen una estructura compleja, altamente

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

La fraccion inorganica

El carbonato de calcio existe de tres formas diferentes en la naturaleza: calcita, aragonita y
vaterita. Bajo condiciones normales la calcita es la fase termodinamicamente mas estable
y es la que se encuentra en cascarones de aves y muchos reptiles. Sin embargo, son
muchos los factores que determinan la fase y forma del cristal, entre ellos estan la presion,
temperatura y velocidad de mineralizacion.

En general, la porcién mineralizada de los cascarones de huevo esta dividida en cuticula,
palizada externa y botones mamilares internos (figura 1).

Estas zonas han sido identificadas en diferentes especies de aves mostrando basicamente
la misma arquitectura (Panheleux et al., 1999b).
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C = Cuticula

P = Palizada mineral

M = Zona mamilar

MF =Fibras de la membrana

Figura 1. Micrografia de microscopia electrénica de barrido (SEM) en vista
transversal de cascarén de huevo de Gallus gallus (Panheleux, 1999b).

En Gallus gallus, la cuticula esta constituida de 85-87% de proteinas, 3.5-4.4% de
carbohidratos y 2.5-3.5% de lipidos y se ha postulado que sus componentes se encuentran
directamente involucrados en el cese del crecimiento de la palizada mineral.

La palizada mineral por su parte tiene un espesor de aproximadamente 200 micras a partir
de la base de los botones mamilares y hasta la superficie del cascarén, que en su mayor
parte esta formado de carbonato de calcio, aunque se han encontrado pequeras
cantidades de fosforo y magnesio (Solomon, 1999).

En la zona mamilar se encuentra una serie de proteinas especificas del cascarén de
huevo, las cuales podrian ser las responsables del control de la nucleacién del carbonato
de calcio sobre la matriz fibrosa de las membranas del cascaron, en las cuales se
encuentran colagenas de tipo I, Vy X (Fernandez et al., 1997).

La fraccion organica
Recientemente ha resurgido el interés en los componentes organicos de los cascarones de

huevo, asi como su interacciéon con cristales de calcita.
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Estudios bioquimicos han demostrado que la fraccion organica del cascaron, es decir
aquella encontrada en la zona mamilar y de la palizada, representa aproximadamente el
2% del peso total de éste, la cual esta formada predominantemente por proteinas (70%) y
polisacaridos (11%).

Se han propuesto diferentes papeles para las proteinas que constituyen la matriz organica
en los biominerales. EI material organico puede modificar la cristalizacion de la fase
mineral, ya sea al presentar sitios de nucleacion (epitaxia o nucleacion heterogénea) o al
inhibir el crecimiento de ciertos planos cristalograficos (Panheleux et al., 1999a).

Las técnicas electroforéticas han sido utilizadas para determinar las proteinas presentes
en el liquido uterino y en los extractos de cascarén de Gallus gallus, asi como de otras
especies (Panheleux et al, 1999b). Un grupo de proteinas corresponde a las proteinas del
huevo, lisozima (Hincke et al., 2000) (14.4 kDa), ovotransferrina (78 kDa) y ovoalbumina
(Hincke, 1995) (43 kDa). Otro mas corresponde a aquellas asociadas al hueso como la
osteopontina y la sialoproteina (Solomon, 1999). Finalmente un tercer grupo es especifico
del utero y del cascarén de huevo como las ovocleidinas y las ovocalixinas.

Los proteoglicanos también estan considerados como una parte esencial en la
biomineralizacién de cascarones por su capacidad de union a calcio. En general los
encontrados en cascarones de huevo son el queratan sulfato y el dermatan sulfato
(Solomon, 1999; Fernandez et al., 1997).

Ovocleidinas 17 y 23

La ovocleidina es una proteina que se encuentra en la fraccion organica soluble del
cascaron de huevo y se encuentra en dos formas diferentes. La forma predominante es
una fosfoproteina con dos serinas fosforiladas (OC-17), mientras que la que se encuentra
en una menor proporcion es una glicoproteina con secuencia idéntica, pero que sélo tiene
una serina fosforilada (OC-23). El sitio de glicosilacion es la Asn59. Esta es la Unica
asparagina en la secuencia de aminoacidos y se encuentra en la secuencia consenso de
N-glicosilacion N-A-S. La Ser61, que es parte de este sitio, esta fosforilada en la OC-17,
pero no en la OC-23, indicando que las dos modificaciones son mutuamente excluyentes,
siendo el primer ejemplo de una glicosilacion/fosforilacién que ocurre en un sitio de N-
glicosilacién (Mann & Siedler, 1999; Mann, 1999).

11
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La ovocleidina 17 es producida por las células mucosas del utero y se ha demostrado por
métodos inmunoquimicos que esta localizada en la zona calcificada, tanto en la zona
mamilar como en la palizada mineral (Hincke et al., 1995). De igual manera, se ha
demostrado su presencia en el liquido uterino producido durante la fase inicial de la
mineralizacion (Gautron et al., 1997). Esta proteina consiste en 142 aminoacidos,
incluyendo las dos serinas fosforiladas. La secuencia de aminoacidos parece formar un
dominio de lectina tipo-C (Mann & Siedler, 1999). Este dominio fue caracterizado en
primera instancia en algunas lectinas de origen animal, donde funciona como un dominio
de reconocimiento a carbohidratos dependiente de calcio. Se han encontrado secuencias
relacionadas en proteinas multidominios incluyendo las lectinas asociadas a membranas,
las selectinas y las colectinas, que se encuentran en fluidos extracelulares y algunos
proteoglicanos. Entre otras proteinas que incluyen solamente el dominio de lectina tipo C
se encuentra la proteina de calculos pancreaticos (litostatina), proteinas asociadas a
pancreatitis, algunas lectinas de invertebrados, proteinas anticoagulantes de veneno de
serpiente (Mizuno et al., 1999) y proteinas anticongelantes de peces teledsteos (Mann &
Siedler, 1999).

1.3 Biomimética y aplicacion al disefio de biomateriales

La biomimética es un campo interdisciplinario nuevo en el que participa la ingenieria, la
biologia y la ciencia de materiales, en donde esta ultima aporta las bases para el
desarrollo de nuevas tecnologias. Esta ciencia involucra investigaciones tanto de la
estructura como de la funcién de compuestos biolégicos para disefar y sintetizar nuevos y
mejores materiales.

En los sistemas bioldgicos los organismos producen materiales suaves y duros que tienen
extraordinarias propiedades, las cuales podrian ser aplicadas al disefio de nuevos
materiales. Estos compuestos son complejos en términos de composicion y
microestructura, pero son altamente ordenados, conteniendo componentes tanto
organicos como inorganicos en una estrecha asociacion. Por estas razones se ha
comenzado a estudiar para desarrollar materiales hibridos organico-inorganicos (Mark &

Lee, 1995) y sus diferentes aplicaciones en nanotecnologia (Hull, 1981; Chow &
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Gonsalves, 1996), debido a que presentan interesantes propiedades Opticas, magnéticas,
electrénicas, piezoeléctricas y mecéanicas. Es importante enfatizar que muchos
biomateriales son sintetizados a temperatura y presiébn ambiental con refuerzos
estructurales completamente controlados por los organismos (Sarikaya, 1994). Asi,
aunque la microestructura Unica y las propiedades de los materiales biolégicos no son
bien conocidos aun, éstos pueden ser una fuente de inspiracién en el desarrollo de futuros
materiales, emulando a los de origen biologico, dando pauta a una siguiente generacion
de materiales creados ad hoc para el desarrollo de nuevas tecnologias.

El estudio de los procesos de biomineralizaciéon ofrece un valioso panorama en el area de
quimica de materiales, asi como en el de las interfases organico-inorganicas. El caso del
cascaron de huevo es uno de los que se pueden explotar con menos dificultades debido a
que no existe un componente celular intrinseco al sistema, contrastando con otros como
los huesos de los vertebrados, donde diferentes tipos celulares se encuentran en una
asociacion directa con el biomaterial (Arias et al, 1993).

1.4 Caracterizacion bioquimica de los componentes proteicos

La determinacion de la estructura tridimensional de una proteina mediante difraccion de
rayos X requiere de una cantidad relativamente grande de proteina y un alto grado de
pureza. Esto es debido principalmente al hecho de que se utiliza mucha proteina en los
primeros ensayos de cristalizacion. Ademas de la cantidad, la calidad de la muestra es de
vital importancia. Para obtener un resultado positivo, ademas de que la muestra tiene que
estar libre de contaminantes, las moléculas de proteina tienen que ser quimica y
estructuralmente homogéneas, manteniendo la misma distribucion de cargas
superficiales, el cual es uno de los factores que intervienen en el proceso de
empaqguetamiento molecular dentro del cristal.

Aunque muchas proteinas han sido cristalizadas a partir de muestras relativamente
impuras, en general la calidad de los cristales resultantes (en términos del limite de
resolucién) incrementa con la pureza de la muestra. Debido a la importancia de la pureza
de la muestra en los experimentos de cristalizacion, el proceso de purificacién es crucial,

debiéndose tener el mayor cuidado posible en los diferentes pasos para obtener la mayor
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homogeneidad posible y mantener a la proteina en su estado activo. En general, los
procedimientos usados en la purificacion de proteinas estan basados en la separacion de
los diferentes componentes en funcion de sus propiedades fisicoquimicas, como son el
peso molecular, la carga, la hidrofobicidad, la presencia de cofactores y los sitios de union
con alta especificidad por algun sustrato. Para el caso de las proteinas en que no se
conoce nada acerca de estas propiedades, el proceso de purificacion es mas empirico.
Uno de los principales problemas encontrados es la presencia de isoformas, lo cual
produce heterogeneidad en la muestra. Su presencia puede ser ademas la responsable
del crecimiento de monocristales que difractan poco los rayos X, debido a que no existe
un empaquetamiento sistematico en la estructura del cristal. Hoy en dia el uso de técnicas
de ADN recombinante puede servir para eliminar el problema de purificaciéon de isoformas,
facilitando la obtencidon de proteinas en la cantidad y pureza necesarias para los

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

Las técnicas mas comunmente utilizadas para la determinaciéon de la pureza de una
muestra son las técnicas electroforéticas, existiendo diferentes variantes como la
electroforesis nativa, la desnaturalizante, el enfoque isoeléctrico, las técnicas
bidimensionales, etc. De éstas, la electroforesis desnaturalizante o SDS-PAGE aporta
informacion sobre el grado de pureza quimica y un estimado del peso molecular de las
diferentes subunidades.

Uno de los parametros mas importantes involucrados en la cristalizacion de proteinas es
la monodispersidad de la muestra (esto es, que existan en solucion particulas de un
tamario uniforme), la cual puede ser medida mediante técnicas de dispersion dinamica de
luz (DLS). En esta técnica, un equipo de DLS analiza las fluctuaciones en la intensidad de
la luz dispersada por la proteina en soluciéon en funcién del tiempo. El equipo calcula el
coeficiente de difusion translacional (DT) de las moléculas en solucion a partir de la
autocorrelaciéon de los datos de intensidad de luz dispersada. El radio hidrodinamico (Rh)
de las moléculas es deducido a partir del DT, usando la ecuacién de Stokes-Einstein, asi
el equipo de DLS calcula el peso molecular estimado a partir del Rh, utilizando una curva

standard de MW vs Rh para proteinas globulares.
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1.5 Cristalogénesis y cristalografia

Cristalizacion y métodos de crecimiento cristalino

Hoy en dia existen numerosas técnicas y aproximaciones fisicoguimicas que nos dan
informacién acerca de la estructura molecular de las diferentes especies minerales, asi
como de las diferentes moléculas y macromoléculas biolégicas. Algunos de estos
métodos, como la Resonancia Magnética Nuclear (RMN), estan ayudando cada vez mas
a conocer las diferentes estructuras moleculares, particularmente las de aquellas con una
masa molecular baja. Existe sin embargo soélo una técnica que ayuda a una descripcion
mas detallada y precisa en términos matematicos sin la limitante del peso molecular para
la determinacion estructural, la difraccion de rayos X, la cual ha sido utilizada para la
determinacion estructural de especies minerales, proteinas, acidos nucleicos, etc.
(McPherson, 1990).

El paso fundamental para la aplicacion de las diferentes metodologias en la resolucion
estructural es obtener los cristales de la proteina de interés, que tienen que ser de la
mejor calidad y tamano para un analisis de difraccion de rayos X de alta resolucién (Souza
et al., 2000). La estrategia empleada para realizar la cristalizacion consiste generalmente
en guiar muy lentamente al sistema a un estado de solubilidad reducida, modificando las
propiedades del disolvente, acompanado del incremento en la concentracion del agente
precipitante o alterando algunas condiciones fisicoquimicas como el pH y la temperatura.
(McPherson, 1990).

Crecimiento de cristales a partir de soluciones sobresaturadas

En una solucion sobresaturada, existen dos estados en equilibrio, una fase soélida y una
que consiste de moléculas libres en solucién. En la saturaciéon no existe ningun aumento
neto en la proporciéon de la fase sélida que pueda acumularse para la formacién de un
nucleo cristalino. Asi, los cristales no nuclean a partir de una solucién saturada. El sistema
tiene que estar fuera del equilibrio, y mas especificamente, en un estado de

sobresaturacion.
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Cuando el objetivo es crecer cristales de cualquier compuesto, una solucion de esta
molécula tiene que ser llevada a un estado de sobresaturacion y regresada al equilibrio
por medio de fuerzas de exclusion de moléculas de soluto hacia el estado sélido, el cristal.
Sobre un diagrama de fases (Ostwald-Miers) en donde la concentracion en el equilibrio
(solubilidad) se grafica contra la concentracién de agente precipitante (figura 2), la linea
indicativa de la saturacion marca también las necesidades energéticas para dar paso a
una segunda fase, la formacién del nacleo de un cristal o un agregado. Cuando un nucleo
estable ha sido formado en una solucion sobresaturada, éste puede seguir creciendo
hasta que el sistema llegue al equilibrio, pero mientras se mantenga lejos del equilibrio y
exista algun grado de sobresaturacién, los cristales seguiran creciendo o continuara la
precipitacion amorfa (McPherson, 1990).

En la teoria clasica de crecimiento de cristales, la region de sobresaturacion que se
encuentra exactamente sobre la curva de saturacién esta dividida en dos zonas, la region
metaestable y la regién labil (figura 2) (Ducruix, 1992).

Por definicion, los nucleos cristalinos no pueden formarse en la region metaestable, justo
arriba de la curva de saturacién. Sin embargo, un nucleo puede estar presente en la
region metaestable, en la que puede mantenerse para crecer. Por el contrario, es en la
region labil en donde los nicleos pueden formarse espontaneamente, por lo que siendo
estables en esta region, las moléculas se acumulan y se agota la fase liquida hasta que el
sistema reingresa a la regién metaestable, llevandolo al estado de saturacion.

Asi, en cristales crecidos para analisis de rayos X, se intenta ya sea por deshidratacion o
por la alteracion de condiciones fisicas, transportar a la soluciéon a la region labil y al
estado de sobresaturacién, acercandose lo mas posible al estado metaestable (Ducruix,
1992).
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Region labil.
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Figura 2. Diagrama de fases (Ostwald-Miers) donde se muestra la solubilidad en funcién
de la concentracion de agente precipitante (Ducruix, 1992).

Caracterizacion del cristal

Cuando se ha obtenido un cristal del tamafo suficiente (aproximadamente 0.2 x 0.2 x 0.2
mm) éste es caracterizado para verificar su calidad de difraccion, dimensiones de la celda
unitaria, red cristalina, grupo espacial (una descripcion de la simetria del cristal) y el
namero de moléculas de proteina por celda unitaria. Todos estos parametros pueden ser
determinados directa o indirectamente a partir de las imagenes de difraccion del cristal. El
numero de moléculas de proteina por celda unitaria puede ser estimado por el método
descrito por Matthews en 1968, al calcular la relacién entre el volumen de la celda unitaria
y el peso molecular de la proteina, el cual es llamado coeficiente de Matthews.

El conocer el grupo espacial y el niumero de moléculas en la celda unitaria permite la
determinaciéon del namero de moléculas en la unidad asimétrica, la cual es la estructura
minima que debe resolverse para determinar la estructura tridimensional de la proteina, y

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

Una vez que se tienen los datos de difraccién, las reflexiones son indizadas (sus indices
de Miller determinados) y sus intensidades normalizadas. El resultado es una lista con las
reflexiones (hkl), la intensidad de las reflexiones y su error. Una evaluacioén de la calidad
de los datos procesados puede ser realizada usando diferentes criterios. Uno de estos
parametros es el llamado Rmerge que mide la concordancia entre reflexiones equivalentes,
las cuales han sido medidas mas de una vez durante la captacion de datos o son
reflexiones relacionadas por simetria. En ambos casos las intensidades de las reflexiones
pueden ser idénticas y la desviacion del valor promedio (valor combinado) puede ser
usada para estimar la calidad de los datos, por lo que un buen valor de Ryerge dependera
de la redundancia de los datos (cuantas veces ha sido medida una misma reflexién). En
general, se considera bueno un valor de Ryege menor al 10%. Otro parametro usado en la
evaluacion de los datos experimentales es el denominado integridad (completeness), que
es la relacion entre el nimero de reflexiones observadas y aquellas tedricamente
medibles. Por lo que la integridad y la redundancia deben de ser lo mas grande posible,
mientras que el Rmerge debera ser lo mas pequefio posible.

Asimismo, el valor de Rgm, €l cual provee una estimacion de la correlacion de los datos a
una simetria dada, es un parametro usado para la determinacién del grupo espacial,
considerandose buenos los valores menores a 0.05.

Las restricciones especiales para cada grupo espacial, las cuales se encuentran en las
Tablas Internacionales de Cristalografia (Hahn, 2002), aunado a las ausencias

sistematicas nos ayudan a la determinacién del grupo espacial.

Resolucion estructural

La determinacién de la estructura tridimensional de una proteina por difraccion de rayos X
implica que se deben encontrar las fases para todas las reflexiones generadas por la
incidencia de los rayos X sobre el cristal (éste es llamado el problema de las fases en
cristalografia). En cristalografia de proteinas existen tres métodos basicos para resolver el
problema de las fases y cada uno es utilizado en funcion del problema a resolver:
Reemplazo Isomérfico Mdultiple (MIR), Dispersion Anémala Multiple (MAD) y Reemplazo
Molecular (MR).
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Construccion de los mapas de densidad electronica

Una vez determinadas las fases mediante alguno de los métodos anteriores, puede
calcularse un mapa de densidad electrénica de la unidad asimeétrica, lo cual se realiza al
calcular la transformada de Fourier de los factores de estructura. El modelo se construye
sobre los mapas de densidad electronica, aunque algunas veces existen interrupciones de
la densidad, lo cual es comun en los extremos amino y carboxilo terminales causado por
la flexibilidad de la estructura en estas regiones. En general, dos tipos de mapas son

construidos, un mapa de diferencias Fo-F. y un mapa 2F,-F..

Afinamiento del modelo

El modelo inicial contiene errores que deben ser minimizados afinando el modelo. Este es
un proceso de ajuste de las coordenadas atomicas del modelo para minimizar las
diferencias entre la amplitud de los factores de estructura observados experimentalmente
(Fobs) y los calculados (Fcac); es decir, se debe procurar que el patréon de difraccion
calculado para un modelo se ajuste lo mejor posible a los datos experimentales.

Durante el afinamiento, la calidad del modelo resultante puede evaluarse al usar un indice
de discordancia (R factor) entre 10S Fops Y 10S Feaic.

Un valor aceptable del factor R depende de la resolucion de la estructura. Para
estructuras determinadas a alta resolucién (<2 A), el valor final de R se espera que sea
menor a 0.2 6 20%. Debido a que para las estructuras de proteinas generalmente se tiene
un numero menor de observaciones que parametros, el factor R puede ser artificialmente
disminuido a expensas de la estereoquimica del modelo. Para evitar este tipo de errores,
Brunger en 1992 introdujo una nueva metodologia en el proceso de afinamiento (la
validacion cruzada), donde aproximadamente el 10% de los datos es separado del total y
no es usado en el afinamiento. Este 10% es usado para calcular un nuevo parametro, el
factor R libre (Rpee), este factor es un indicador sensible al sobreafinamiento y

generalmente no debe alejarse mas del 5% del valor de R.
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1.6 Interaccioén proteina — cristal

El papel de las diferentes proteinas en los procesos de biomineralizacion y el mecanismo
de formacion del cascaron de huevo no son bien conocidos. Sin embargo, varios
mecanismos han sido propuestos para explicar la interaccién entre proteinas y superficies
minerales, entre los que se encuentran las interacciones estereoquimicas vy
electrostaticas. Para poder entender estos mecanismos es necesario estudiarlos
separadamente usando sistemas en los cuales sélo un tipo de interaccion sea
predominante (Rodriguez-Navarro et al., 2000), en donde la predominancia dependera del
tamafo, conformacién y propiedades moleculares como carga y grupos funcionales de las
diferentes macromoléculas.

Existen pocos trabajos que se hayan enfocado a la influencia de extractos
macromoleculares (Arias et al., 1993; Gautron et al., 1996) sobre la cristalizacion del
carbonato de calcio. En estos trabajos se ha postulado que las diferentes macromoléculas
tienen un efecto sobre la morfologia de los cristales. La influencia de proteinas purificadas
a homogeneidad solo ha sido estudiada para el caso de la ansocalcina de ganso
(Lakshminarayanan et al., 2002) y para la lisozima de gallina (Jimenez-Lépez et al., 2003),
observandose con esta ultima un efecto sdlo a altas concentraciones, mientras que la

ansocalcina promueve la agregacion de cristales.

Para poder evaluar la influencia de las diferentes macromoléculas es necesario realizar
una caracterizacion a nivel microscopico.

Para la investigacion de superficies a alta resolucién se utilizan comiunmente dos técnicas,
la microscopia electrénica de barrido (SEM) y la microscopia de fuerza atémica (AFM).
Cada una de estas técnicas puede damos detalles a escala de nanémetros, aunque so6lo
la técnica de microscopia de efecto tunel (a partir de la cual se desarroll6 la microscopia
de fuerza atomica) puede darnos detalles a nivel atémico, siendo prerrequisito para su uso
que la muestra sea conductora.

El mecanismo de formacién de imagenes para cada una de estas dos técnicas es
diferente, lo cual da como resultado diferente informacién acerca de las estructuras

superficiales.
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En general, la técnica de AFM provee informacién topografica tridimensional tanto de
materiales conductores como no conductores. Esta técnica tiene sus origenes en el
método de SPM (scanning probe microscopy) desarrollado por IBM en 1981.

Para la caracterizacion de muestras tanto conductoras como no conductoras, la
microscopia de fuerza atdmica (AFM) fue desarrollada en 1986 y el primer microscopio de
fuerza atémica comercial fue producido en 1989. Esta es una familia de técnicas que
involucra la exploracién de una superficie con el uso de una “punta“ unida a un “muelle”,
en donde la punta interactia directamente mediante fuerzas de van der Waals con la
superficie. Estas interacciones son monitoreadas a partir de la sefal registrada en un
fotodiodo de las deflexiones del muelle, al que se encuentra unida la punta, generando asi
una imagen tridimensional.

Los dos modos de operacion mas comunmente utilizados en la microscopia de fuerza
atémica son el modo contacto (contact mode) y el modo intermitente (tapping mode), en
donde la de modo intermitente se utiliza generalmente para la caracterizacién de muestras
suaves.

Aungue la técnica de AFM es la mas comunmente usada, existen muchas otras técnicas
de SPM que han sido desarrolladas para obtener informacién sobre diferencias en
friccidn, adhesion, elasticidad, dureza, campos eléctricos y magnéticos, distribucion de

temperaturas, etc.
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SECCION EXPERIMENTAL
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De forma general el trabajo se divide en tres partes fundamentales que son: la parte
bioquimica, la parte de cristalogénesis y cristalografia y la parte de la influencia de la OC-
17 sobre la cristalizacion del carbonato de calcio. La primera parte abarca el aislamiento,
purificacion y determinaciéon de los estados de agregacion de la OC-17. En la parte de
cristalogénisis y cristalografia se describe la obtencion de cristales, la captacion de datos
de difraccion y la resolucién estructural de la OC-17 y la tercera parte detalla la influencia
de la concentracion sobre la cristalizacion del carbonato de calcio.

2.1 Caracterizacion bioquimica

2.1.1 Protocolo de aislamiento y purificacion de la proteina
ovocleidina-17
Se utilizaron 18 huevos blancos de Gallus gallus no fertilizados para comenzar con el
aislamiento y purificacion de la proteina ovocleidina-17. El contenido de los huevos fue
desechado y los cascarones lavados con agua corriente. Las membranas fueron
separadas manualmente después de un ftratamiento con EDTA (acido
etilendiaminotetraacético, Aldrich) al 5 % por un periodo de 30 minutos a 4° C. Mediante
este tratamiento es posible también separar la cuticula, lavandose los cascarones
abundantemente con agua corriente y finalmente con agua destilada.
Los cascarones lavados se secaron a temperatura ambiente sobre papel absorbente.
Posteriormente fueron molidos en un mortero de porcelana hasta que el tamafno de las
particulas fuera el mas pequeno posible.
Después de este primer tratamiento, se obtuvieron 75 g de polvo de cascarén a partir de
los cuales se comenzo la extraccion, la primera parte de la extraccion se realizé con acido
acetico (Sigma) al 20% (10 ml por gramo de cascarén) con agitacion constante por un
periodo de 24 horas a 4°C.
Este extracto fue centrifugado a 22,100 x g durante 1.5 horas. Se recuperd el
sobrenadante y se dializé contra 5x10 vol. de acido acético al 5%, que contenia 5 mM de
EDTA y 0.025% de NaN; para cada cambio en la didlisis. Para llevar a cabo la
precipitacion de la fase proteica, la solucién dializada se llevo a saturacion con sulfato de
amonio (Sigma). Después de 24 horas, esta solucion fue centrifugada a 64,500 x g
durante 50 minutos a 4°C, el sobrenadante descartado y el botén fue resuspendido y
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dializado contra acido acético al 10% para remover el sulfato de amonio. La soluciéon
resultante fue centrifugada a 29,500 x g por un lapso de 5 minutos y el sobrenadante fue
filtrado con filtros de polifluoruro de vinilideno (PVDF) con abertura de malla de 0.2 um.

La solucién que contenia la porcién soluble intramineral del cascarén de huevo (extracto
intramineral), fue inyectada a una columna Vydac C4 de HPLC fase reversa (50 x 4.6
mm), usando como fase mdvil 100% de acetonitriio mas 0.1% de TFA (acido
trifluoroacético) y utilizando diferentes gradientes.

Con la finalidad de observar las proteinas presentes en el extracto intramineral se realizé
una electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE), utilizando un gel de tipo homogéneo
15% en un sistema BioRad.

Después de la cromatografia de fase reversa y para detectar en qué pico o picos se
encontraba la ovocleidina-17, las fracciones obtenidas fueron verificadas mediante
electroforesis, utilizando la metodologia SDS-PAGE descrita para minigeles del sistema
PhastSystem del tipo homogéneo 20% (PhastSystem separation technique file No. 111.
Amersham Bioscience Co).

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

2.1.2 Pruebas de hemoaglutinacion

Debido al hecho de que previamente se sabia que en la secuencia de la ovocleidina-17
existe un dominio de lectina tipo-C (Mann & Siedler, 1999) se realizaron una serie de
pruebas de hemoaglutinacion utilizando un kit de los diferentes tipos sanguineos con
eritrocitos humanos y determinar asi el tipo de azucares que reconocian. A la par se
realizaron analisis del extracto completo conteniendo todas las proteinas intraminerales y

con la ovocleidina-17 purificada.

2.1.3 Determinacion de los estados de agregacion de la OC-17 en

funcion de la temperatura

Se realizaron experimentos de dispersion dinamica de luz (DLS) para conocer el estado
de agregacion de la ovocleidina-17, utilizando un equipo DynaPro-801 TC (Protein

Solutions Co.), el cual cuenta con controlador de temperatura.
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La metodologia consistio en filtrar una solucion de proteina que tenia una concentracion
de 1.0 mg/ml a través de un filtro con apertura de malla de 0.2 um para remover cualquier
particula extrafa. La solucion fue introducida inmediatamente al equipo de DLS, el cual
cuenta con un diodo laser con una longitud de onda de 830 nm y un fotodetector ubicado
a 90°. Una vez introducida la muestra se realizé un barrido de temperaturas a partir de
6°C.

2.2 Cristalogénesis y cristalografia

2.2.1 Cristalizacion de la proteina ovocleidina-17

En funciéon de que la banda mayoritaria en el gel de poliacrilamida (mas del 95%)
correspondia a un peso molecular de aproximadamente 17 kDa, se montaron pruebas de
cristalizacion.

La proteina purificada fue concentrada hasta 12.5 mg/ml. Las pruebas iniciales se llevaron
a cabo utilizando el Hampton Research Crystal Screen 1 (Jancarik & Kim, 1991), que
consiste de 50 diferentes condiciones experimentales. Una lista completa de estas 50
condiciones se encuentra en el Apéndice B. Todas las pruebas de cristalizacion fueron
realizadas a 4°C usando la técnica de difusion en fase vapor en gota sedente. El volumen
total de las gotas fue de 10 pl, al mezclar volumenes iguales de proteina y solucién de

agente precipitante y equilibrada contra 750 pl de esta ultima.

2.2.2 Captacion de datos de difraccion de rayos X (anodo rotatorio)

El siguiente paso para la resolucion estructural de una proteina por difracciéon de rayos X
una vez obtenidos los cristales es la captacion de datos. Esta se realizé utilizando un
equipo Rigaku con un generador de anodo rotatorio (100 kV, 50 mA) y un detector R-Axis
IIC Imaging plate a temperatura ambiente en el Laboratorio Universitario de Estructura de
Proteinas (LUEP) en el Instituto de Quimica de la Universidad Nacional Auténoma de
México.

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

intervalo de oscilaciéon de 2° y un tiempo de exposicion de 45 minutos para cada imagen.
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2.2.3 Captacion de datos de difraccion de rayos X a alta resolucion

Para esta nueva captacion de datos en donde era necesario obtener una mayor
resolucion, la toma de datos se realizé en la linea BM14S del European Sychrotron
Radiation Facility (ESRF) en Grenoble, Francia, utilizando un haz de rayos X con longitud
de onda de 0.97 A y un detector marCCD.

Se captaron 120 imagenes a intervalos de 1° con tiempo de exposicién de 12 segundos
c/u, utilizando como crioprotector PEG 400 al 20% y tomando los datos a una temperatura
de 100 K.

2.2.4 Resolucion estructural
Debido al conocimiento previo de la identidad en estructura primaria (30%) de la
ovocleidina-17 con la litostatina de calculos pancreaticos humanos y a que de ésta ultima
ya se conocia su estructura tridimensional (Bertrand et al., 1996), se opté por intentar la
resolucion por técnicas de Reemplazo Molecular (MR).
En la figura 3 se muestra el alineamiento de secuencias entre la ovocleidina-17 y la

litostatina de calculos pancreaticos humanos.

CLUSTAL X (1.8) multiple sequence alignment

Ovocleidina-17 -—=—=—===== DPDGCGPGWVPTPGGCLGFFSRELSWSRAESFCRRWGPGSH

Litostatina

Ovocleidina-17
Litostatina

Ovocleidina-17
Litostatina

Ovocleidina-17
Litostatina

QEAQTELPQARISCPEGTNAYRSYCYYFNEDRETWVDADLYCONMNSG=N

3 * * * * * * *

LAAVRSAAELRLLAELLNASRGGDGSGEGADGRVWIGLHRPAGSRSWRWS
LVSVLTQAEGAFVASLIKESGTDDFN--——-——- VWIGLHDPKKNRAWHWS

* * * * * * * * oW ok ok ok * w * * o

DGTAPRFASWHRTAKARRG-GRCAALRDEEAFTSWAARPCTERNAFVCKA
SGELVSYKSWGIGAPSSVNEPGYCVSLTSSTGFOKWKDVPCEDKFSFVCKF

* * * E * * * * % ok ke ok

AA
KN

Figura 3. Alineacién de secuencias de la ovocleidina-17 y la litostatina de calculos

pancreaticos humanos. * indica los aminoacidos conservados en ambas secuencias.
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El procesamiento de datos se llevd a cabo realizando los siguientes pasos:
1) Determinacion de la orientacion del cristal, parametros de la celda unitaria y del posible
grupo espacial.
2) Generacién de un listado de reflexiones e integracion de las imagenes.
3) Escalamiento y combinacion de los datos resultantes.
Los pasos 1y 2 se realizaron utilizando el programa MOSFLM (Leslie, 1992) que sirve
para el procesamiento de imagenes de difraccion y proporciona las herramientas
necesarias para realizar la integracion de cada una de las reflexiones observadas en un
espectro de difraccion de rayos X experimental.
El paso 3 se realizé con los programas SCALE y TRUNCATE , estos programas estan
incluidos en el "Collaborative Computational Project Number 4 (CCP4)" (1994). El
programa SCALE se utiliz6 para el escalado y la combinacion de los datos provenientes
de los diferentes patrones de difraccién obtenidos, mientras que el programa TRUNCATE
fue usado para obtener la amplitud de los factores de estructura a partir de las

intensidades.

List of possible Laue groups, sorted on penalty index.

The lower the PENALTY, the better
Only solutions with PENALTY less than 200 are listed,
No PENALTY LATT a b c alpha beta gamma Possible spacegroups
14 155 tP 59.66 59.73 84.51 90.6 90.7 119.6 P4,P41,P42,P43,P422,P4212,P4122
P41212,P4222,P42212 P4322,P43212
13 155 oP 59.66 59.73 84.51 90.6 90.7 119.6 P222,P2221,P21212,P212121
12 150 mp 5973 59.66 84.51 90.7 90.6 119.6 P2, P21
11 150 mp 59.66 59.73 84.51 90.6 90.7 119.6 Pz, P21
10 13 hp 59.66 59,73 B84.51 90.6 90.7 119.6 P3,P31,P32,P312, P321,

P3112,P3121,E3212,P3221
P6,P61,P65,P62,P64,P63,P622,
P6122,P6522,P6222,P6422,P6322

Figura 4. Primeros datos obtenidos con MOSFLM del autoindizado antes del afinamiento
de la celda unitaria. En el recuadro se muestra que la menor penalizaciéon es para los

grupos espaciales trigonales y hexagonales.
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Una vez realizado el afinamiento de la celda para diferentes grupos espaciales trigonales
y hexagonales con el programa MOSFLM, asi como el proceso de escalamiento y
combinacién de los datos, se verificaron los valores de Rgym para determinar el grupo
espacial, aunado a la observacién de las ausencias sistematicas en los archivos que
contenian todas las reflexiones (hkl) para cada grupo espacial, basandose en los datos de
las Tablas Internacionales de Cristalografia (Hahn, 2002).

No. de Grupo Grupo
" . Rsyrn
espacial espacial
168 P6 0.47
143 P3 0.051
149 P312 0.475
150 P321 0.053

Figura 5. Valores de Rgym para diferentes grupos espaciales trigonales y
hexagonales. El numero de grupo espacial es el asignado en las tablas
internacionales de cristalografia.

A partir de estos valores y en funciéon de las ausencias sistematicas se dedujo que el
grupo espacial era P321, pero aln faltaba determinar si era P3;21 o P3;21, lo cual se

determiné hasta la obtenciéon de una solucion correcta en el reemplazo molecular.

Antes de realizar el reemplazo molecular, se cambié el formato del archivo de salida
proveniente del programa TRUNCATE (mtz) a uno que pudiese ser leido por el programa
CNS_solve (Crystallography and NMR system) (Brunger et al., 1998). Esto se realizd
usando el programa mtz2various incluido en CNS.

Una vez con el archivo en un formato para CNS, el cual contiene la lista completa de
todas las reflexiones (hkl), los factores de estructura observados y el valor de sigma (error
estimado) para cada una de las reflexiones, éste fue utilizado como uno de los archivos de
entrada para el reemplazo molecular, junto con el archivo de coordenadas de la litostatina.
La cadena principal de la litostatina se mantuvo intacta y en base al alineamiento de

secuencias, las cadenas laterales de los aminoacidos no conservados (figura 3) fueron
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retiradas o cambiadas por Ala o Gly. Para este caso el porcentaje de cadenas laterales
modificadas fue del 64%.

En general el reemplazo molecular se basa en sustituir un modelo molecular conocido
(litostatina) dentro de la celda unitaria del cristal bajo estudio (ovocleidina-17), para lo cual
hay que aplicar una funcién de rotacion y un vector de traslacion. Este proceso se llevo a
cabo utilizando el programa AMORE (Navaza, 1994).

El reemplazo molecular fue realizado para los dos posibles grupos espaciales, P3:21 y
P3,21. Para el primero no hubo solucién ya que se obtuvieron valores muy bajos del
factor de correlacion y valores muy altos del factor R. Sin embargo si hubo solucion para
el grupo espacial P3;21 como se muestra en al figura 6.

mr2ic: 0C_17
Xxout (mod) = rotation * xin(mod) + translation
-0.11612 0.96836 0.22090 -29.72
%xout (mod=11) = 0.98483 0.14113 -0.10097 * xin(mod=11) + T B
-0.12895 0.20582 =0.97006 100.31
c-factor = 27.8 7 R-factor = 48.1

Figura 6. Solucion dada para el reemplazo molecular con el grupo espacial P3;21 por el
programa AMORE. Aqui se muestra la funcién de rotacion y el vector de traslacién que
debe ser aplicado. Los valores del factor de correlacién (c-factor) y R-factor son
calculados a partir de los factores de estructura observados y los generados a partir del

modelo con la orientacidon dada.

Una vez aplicada la funcion de rotacién y el vector de traslacion a la molécula de
litostatina, la cual ha sido "acomodada" en la celda unitaria de la ovocleidina-17, mediante
la rutina REORIENTATE incluida en el programa AMORE, se comenz6é con la
construccion del modelo de la ovocleidina-17, cuyos pasos se detallan a continuacion.
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Preparacion de los datos de difraccion

Al archivo de las reflexiones se le adicioné la informacién de "validacién cruzada (CV)" =
Riee, usando una seleccion de datos al azar con el programa make_cv incluido en CNS.
El porcentaje de reflexiones utilizadas para los célculos de Ryee €n este caso fue del 10 %.

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

Construccion del modelo inicial

Las coordenadas del modelo inicial (archivo de salida de AMORE) se cambiaron a un
formato para su uso con CNS, para lo cual se utilizé el programa generate_easy incluido
en CNS, el cual nos dio de salida un archivo con las coordenadas en formato PDB y un
archivo en formato MTF que contiene informacién de la topologia molecular de tipo
covalente de la molécula.

Verificacion del modelo inicial

Antes de comenzar con el afinamiento, el modelo fue verificado usando el programa
model_stats_start incluido en CNS, el cual se usa para analizar la geometria del modelo
y las estadisticas de difraccion. El resultado de esta rutina indica si el modelo tiene una
geometria pobre. Entre la informacién obtenida se encuentran los valores de R y Ryee, asi
como los valores de rms para enlaces, angulos, dihedros e impropios.

R= 0.5681 Riee= 0.5782
De este primer modelo también fue verificado que no existieran superposiciones al

generar las moléculas relacionadas por simetria.

Afinamiento inicial por recocido simulado "annealing”

Se comenzd con un afinamiento de cuerpo rigido realizado con el programa rigid incluido

en CNS, dando como resultado un nuevo archivo de coordenadas en formato PDB.
R=0.496 Rfree= 0.501

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

el programa anneal incluido en CNS, usando dinamica de torsion de angulos,

comenzando a una temperatura de 5000K y disminuyendo a intervalos de 25K. Este
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proceso incluye ademas 2 pasos de minimizacion de energia, uno antes y uno después

del recocido simulado.
R=0.4268 Riree= 0.4836

Dado que el modelo inicial tenia los mismos factores-B (factores de temperatura) para
todos los atomos, fue necesario afinarlos con el programa bgroup incluido en CNS, este
programa realiza el afinamiento de 2 factores B para cada residuo, uno para la cadena
principal y uno para la cadena lateral.

R=0.412 Riree= 0.466

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

Localizacion de las partes por asignar en el modelo

El siguiente paso fue localizar las partes en donde existia densidad electronica y debian
asignarse los atomos correspondientes a las cadenas laterales de la OC-17, asi como
localizar los atomos incorrectamente posicionados, para lo cual fue necesario calcular dos
mapas de densidad electrénica, uno de diferencias F,-F¢, usando la informacién de las
fases del modelo, obteniéndose los picos positivos y negativos de densidad electronica a
2 y -2.5 sigma respectivamente, los cuales nos ayudaron a trazar el modelo usando un
programa de visualizacion y edicién. El otro mapa es un mapa 2F,-F. calculado a 1 sigma.
La generaciéon de los mapas se realizé con el programa model_map de CNS.

Una vez obtenidos los 2 mapas de densidad electrénica, fue necesario cambiarles el
formato para poder ser leidos por el programa de visualizacion y edicién grafica TURBO-
FRODO (Roussel & Cambillau, 1989). Para este paso se utilizé el programa mapman
incluido en TURBO-FRODO.

A partir de aqui comenz6 un proceso interactivo de subsecuentes pasos de reconstruccion
manual del modelo acomodando tanto cadena principal como cadenas laterales dentro de
los mapas de densidad electrénica, asi como mutacién de residuos y afinamiento de la
geometria. Este proceso fue realizado de manera gradual y después de una serie de
cambios fue necesario obtener un nuevo archivo de coordenadas en formato PDB, el cual

fue utilizado para un nuevo ciclo de afinamiento por recocido simulado. En cuanto la
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mayor parte de la estructura fue trazada correctamente, el afinamiento de los factores-B
se realiz6 usando el programa bindividual incluidc en CNS. Este proceso fue
monitoreado con los valores de R y Rgee Que nos dan una idea de si los cambios

realizados paulatinamente han sido correctos.

Una de las partes que fue necesario construir de una manera distinta fue la serina
fosforilada (SEP61). Era evidente la densidad electrénica para el grupo fosfato de esta
modificacion postraduccional, pero para su construccion fue necesario buscar en una
base de datos de heterocompuestos (Hetero-compound Information Centre - Uppsala.
http://alpha2.bmc.uu.se/hicup/) los archivos correspondientes a su topologia y parametros
(enlaces, angulos, dihedros, impropios, etc).

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

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

El nimero de pasos de afinamiento realizados en total fue de 15, aumentando
paulatinamente la resolucién hasta llegar a trabajar a la maxima resolucién de 1.5 A, que

fue la maxima resolucion obtenida en la captacién de datos.

Los valores finales de R y Ryee fueron los siguientes:
R=0.20 Riree= 0.218

La asignacion de la estructura secundaria fue realizada usando el programa DSSP
(Wolfgang et al., 1983) y la correcta geometria corroborada con el programa PROCHECK
(Laskowski et al., 1993).

Todo el procesamiento de datos y construccion del modelo fue realizado en estaciones de
trabajo Silicon Graphics (SGI).

La resoluciéon de la estructura de la ovocleidina-17 se realizé bajo la supervisiéon del Dr.
Antonio Romero en el Centro de Investigaciones Biolégicas (CIB) del Consejo Superior de
Investigacion Cientifica (CSIC), en Madrid, Espafia, durante una estancia de investigacion

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

Con la finalidad de determinar el efecto de la ovocleidina-17 sobre la morfologia
macroscopica de cristales de carbonato de calcio, se realizé la sintesis in vitro de CaCO;
evaluando el efecto de la concentraciéon de proteina.

La OC-17 utilizada fue parte del mismo lote de proteina utilizado para su cristalizacién
mediante el protocolo descrito en la seccion 2.1.1. Dos proteinas intraminerales
comercialmente disponibles fueron usadas como control, la ovotransferrina y la proteina

ovomucoide (Sigma).

Los cristales de calcita fueron crecidos mediante la técnica de difusion en fase vapor,
utilizando un sistema disefiado ad hoc para que la sintesis de los cristales se diese con
una presion de vapor homogénea de los productos resultantes de la descomposicion de
una solucion 25 mM de carbonato de amonio (Sigma). Esta solucién se colocé dentro de
una caja Petri, en la que se introdujo otra caja de menor tamafo invertida, sobre la cual se
colocaron cubreobjetos siliconizados.

En el mismo sistema se montaron pruebas control (sin influencia de la proteina) y con la
influencia de diferentes concentraciones de proteina que fueron de 200 hasta 5 pg/ml. La
solucién de CacCl,, a la cual se adicioné la proteina y se coloc6 sobre el cubreobjetos, se
mantuvo a una concentracion constante en todos los casos (100 mM) y el sistema se sellé
perfectamente para evitar fugas. El volumen total de las gotas fue de 50 microlitros y todos
los experimentos fueron realizados a 18°C. En la figura 7 se muestra el disefo del sistema

experimental.
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Cristales de CaCO,
A

= |
S

|, Cubreobjetos con
cloruro de calcio +
proteina

—1 » Carbonato

p/ de amonio

Figura 7. Sistema experimental disefiado para la sintesis de cristales de CaCOs;.

Después de 72 horas de adicionado el carbonato de amonio, los cristales fueron lavados
con agua grado MilliQ, secados a temperatura ambiente y preparados para su

caracterizacion mediante microscopia electrénica de barrido (SEM).

Microscopia electrénica de barrido (SEM)
Los estudios de SEM de los cristales de CaCOj3 se llevaron a cabo usando un equipo de
microscopia electrénica de barrido JEOL JSM5900 LV a 20kV, acoplado a un sistema de

microanalisis.

Microscopia de fuerza atomica (AFM).

Para el caso de la obtencion de imagenes de microscopia de fuerza atomica (AFM), éstas
se obtuvieron utilizando un equipo Multimode con un controlador Nanoscope Ill (Digital
Co.) en el modo “tapping” (intermitente), con puntas de nitruro de silicio y velocidades de
barrido de 1Hz.

La proteina a una concentracion de 1 ug/ml en agua se absorbié sobre mica recién
clivada (en donde el clivaje es la tendencia de un mineral a romperse a lo largo de una
superficie plana) y se secd a temperatura ambiente, realizando barridos a diferentes
amplificaciones. Esto se realizé dado el hecho de que las proteinas en solucion a un pH
menor al de su punto isoeléctrico se encuentran cargadas positivamente interactuando asi
con las cargas negativas de la mica.
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Resultados y Discusion

3.1 Caracterizacion bioquimica

3.1.1 Aislamiento y purificacion de la ovocleidina-17

La metodologia utilizada para el aislamiento y la purificacion de la ovocleidina-17 consistié
en algunas modificaciones del protocolo descrito por Mann (1999), para obtener un mayor
rendimiento.

En el primer analisis electroforético realizado se determinaron las proteinas intraminerales
presentes con nuestro método de extraccién, pudiéndose determinar que la OC-17 era la
mas abundante (figura 8). En todas las cromatografias, la OC-17 siempre aparecié en un
doble pico (figura 9) y mediante SDS-PAGE se determiné que se trataba de la misma
proteina (figura 10) por lo que las dos fracciones se trabajaron posteriormente en
conjunto. Estas observaciones concuerdan con las reportadas por Mann (1999), quien
determin6é mediante SDS-PAGE y secuenciacion del amino terminal que se trataba de la
misma proteina. Sin embargo, es posible que existan diferentes grados de modificaciones
postraduccionales en cada una, por lo cual pueden ser separadas. Las modificaciones
realizadas en el protocolo de purificacion resultaron ser optimas para la purificacion de la
OC-17, ya que se pudo obtener un mayor rendimiento y gran pureza. A partir de los 75
gramos de cascaron con los que se comenzo la purificacion fue posible obtener 3 mg de la
proteina OC-17, los cuales mediante analisis por SDS-PAGE mostraron una pureza de
mas del 95%.

1 2

(kDa)

430 — ovoalbimina

20— ovocalixina-32

184 —> -
ovocleidina-17

143 — __

lisozima
62 —>
28 —>

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

P
5 — M B <
143 ——> -
62 —> -

Figura 10. Gel homogéneo 20% SDS-PAGE.
Carril 1. Marcadores de peso molecular (GIBCO).
Carril 2. Pico 1 (P1) RP-HPLC.

Carril 3. Pico 2 (P2) RP-HPLC
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3.1.2 Pruebas de hemoaglutinacion

El extracto intramineral del cascarén de huevo dio positivo en las pruebas de
hemoaglutinacion, reconociendo al tipo sanguineo B humano. Por otro lado, las pruebas
de hemoaglutinacion en todos los casos para la proteina ovocleidina-17 purificada fueron
negativas.

Estos resultados indican que aunque por secuencia la ovocleidina-17 tiene un dominio
similar al de lectina tipo-C (CTLD), no une por lo menos a los polisacaridos encontrados
en eritrocitos humanos. Sin embargo, en el extracto intramineral debe encontrarse alguna
otra proteina con la capacidad de reconocer carbohidratos, aunque no se determiné
especificamente cual es. Es importante mencionar que en ninguno de los casos se

adicioné Ca®" al sistema experimental.

3.1.3 Determinacion de los estados de agregacion de la ovocleidina-17

en funcion de la temperatura
Como se observa en la figura 11, la ovocleidina-17 parece ser muy sensible a los cambios
de temperatura, mostrando un comportamiento de agregacion y desagregacion en funcion
de ésta. Este fenomeno de agregacion para la OC-17 ha sido reportado con anterioridad
en diferentes trabajos (Hincke et al., 1995; Mann, 1999) y es posible que los agregados
sean su estado funcional in vivo. El radio hidrodinamico en nanémetros corresponde a
agregados de varios cientos a mas de mil kDa deducido a partir de la ecuacion de
Kratochvil, el cual es calculado por el programa Dynamics (Protein Solutions Co.). La
temperatura a la cual la proteina se encuentra en un estado menor de agregacion

corresponde a 32°C donde aparece como trimero-tetramero.
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Figura 11. Efecto de |la temperatura sobre el estado de agregacion de la proteina
ovocleidina-17.
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3.2 Cristalogénesis y cristalografia

3.2.1 Cristalizacion de la ovocleidina-17
Los primeros cristales de la OC-17 se obtuvieron en 0.1 M de acetato de sodio pH 46y
8% wi/v de PEG 4000 (condicion experimental 37 del Hampton Research Crystal Screen 1)
en un lapso de 10 a 20 dias (figura 12).

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

Para optimizar el crecimiento de los cristales se utilizaron las técnicas de difusion en fase
vapor (gota colgante y gota sedente), en lote (batch), acupuntura en geles y una variante
de la técnica en lote utilizando aceites de diferentes densidades.

Asimismo, se realizé un barrido de pH para optimizar el crecimiento de los cristales,
obteniéndose precipitado amorfo en todos los pH probados (5.6, 6.6 y 7.6), descartandose
la variacién del pH en la optimizacién de los cristales.

Los mejores cristales se obtuvieron a una concentracién de proteina de 6 mg/ml en agua y
una concentracion de agente precipitante de 6% de PEG 4000 en amortiguador de
acetatos 0.1 M pH 4.6 en la técnica de difusion en fase vapor en gota sedente, como el
mostrado en la figura 13. Estos cristales fueron los utilizados en la caracterizacion por

difraccién de rayos X.
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Figura 13. Monocristal de ovocleidina-17.

3.2.2 Captacion de datos de difraccion de rayos X (anodo rotatorio)
Con la captacion de datos a temperatura ambiente en el equipo de anodo rotatorio fue
posible la caracterizacion preliminar de los cristales a una resolucion de 3 A, la cual fue
publicada en la revista Protein Pept. Lett. 2002. 9(3):253-257. Dicho articulo se encuentra
anexado en el Apéndice C.

La finalidad de una caracterizacion preliminar es determinar si un cristal es de proteina o

no, la resolucién de las difracciones, el grupo espacial del cristal, la calidad de éste y los
parametros de la celda unitaria.

41



42

Juan Pablo Reyes-Grajeda Resultados y Discusion

3.2.3 Captacion de datos de difraccion de rayos X a alta resolucion
En la captacion de datos de difraccion de rayos X en el sincrotron de Grenoble, Francia,
se lleg6 a un limite méaximo de resolucion de 1.5 A. En la figura 14 se muestra uno de los

patrones de difraccion de rayos X obtenidos en sincrotrén.

Figura 14. Patrén de difraccion de rayos X obtenido mediante radiacion de sincrotron de
un cristal de OC-17.
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La siguiente figura resume los datos cristalograficos mas importantes obtenidos con
radiacion de sincrotron.

Grupo espacial P3,21
Parametros de la celda unitaria a=b=58.26 A, c=82.46 A
a=p= 90° y= 120°
Limite de resolucion 15A
Volumen especifico 2.38 A’ Da’
Numero de moléculas en la 1
unidad asimeétricas
Numero total de reflexiones 384,514
Numero de reflexiones unicas 26,325
Integridad (%) 99.5
Rmerge (%) 6.3

Figura 15. Datos cristalograficos de un cristal de OC-17 obtenidos con radiacién de

sincrotron.

3.2.4 Resolucion estructural de la OC-17

De los 142 residuos de la molécula, no fue posible trazar las zonas del Asp 1 al Asp 3y de
la Gly 64 a la Gly 68, debido a la falta de densidad electronica. Esto se atribuye a que la
zona del amino terminal (del Asp 1 al Asp 3) es una zona muy mévil, al igual que la zona
de la Gly 64 a la Gly 68 que forma parte de un asa.

La estructura final tuvo un valor de R y Ryee de 0.20 y 0.218 respectivamente y fue posible
localizar 153 moléculas de las denominadas "aguas estructurales".

Dentro de la estructura tridimensional de la proteina se localizé y construyé uno de los
residuos con modificacién postraduccional correspondiente a la serina 61, denominada
SEP61 en el archivo final de coordenadas, pero el otro residuo con modificacion
postraduccional correspondiente a la serina 67 no pudo modelarse, debido a que se
encontraba en la zona flexible del asa. Sin embargo, se trazé la cadena polipeptidica para
los residuos de esta asa dandoseles ocupancia de cero y substituyéndolos por glicinas.
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Los valores de desviacion (r.m.s. = root mean square) fueron de 0.005 A para los valores
ideales de longitud de enlace y de 1.3 grados para los valores ideales de angulos de
enlace. Los calculos realizados con el programa PROCHECK y la grafica de
Ramachandran de los angulos de torsion phi y psi mostraron que el 93.6% de los residuos
se encontraban en las regiones mas favorables (rojo) y ninguno de ellos en las regiones
no permitidas (blanco) (figura 16), lo cual indica que la geometria y calidad estereoquimica
de nuestro modelo son correctas.

Hebras 3

Psi (degrees)

Hélices o

Phi {degrees)

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

La ovocleidina-17 contiene 142 residuos de aminoacidos y un solo dominio similar al de
lectinas tipo-C (CTLD). En su topologia general se encuentran estructuras o y . Esta
compuesta de tres hélices y ocho hebras, dos de estas hélices son del tipo « y una del
tipo 340, Las hebras B se encuentran agrupadas en dos laminas (3 antiparalelas
opuestamente orientadas (31-32-38-B3 y 35-B4-6-37).

La estructura puede ser dividida en dos partes: una que contiene las dos hélices a que se
encuentran perpendicularmente orientadas una con relacion a la otra y rodeando a 4
hebras p (B1-p2-8-p3), y otra, formada por las otras cuatro hebras 3 (35-$4-6-B7) y una
pequena hélice 319 que conecta a las hebras (35 y 36 (figura 17).

SEP61

Gly64-Gly68

N-ter

Figura 17. Representacion esquematica de la estructura de la OC-17. La figura fue
realizada con MOLSCRIPT (Kraulis, 1991) y RASTER3D (Merritt et al., 1994).
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En la figura 18 se muestra la secuencia de aminoacidos y los elementos de estructura
secundaria para la OC-17.

1 2 ol 3 a2
e 5 .

GCGPGWVPTPGGCLGFFSRELSWSRARSFCRRW?PGSHLAAVRSAAELRLLAELLNA§RG

P
T T

4 10 15 20 25 30 35 40 45 50 s 60
E4 ﬁ a3 3_E6

GDGSGEGADGRVWIGLHRPAGSRSWRWSDGTAPRFASWHRTAKARRGGRCAALRDEEAFT

64 70 75 80 85 90 95 100 105 110 15 120
7
B7, 8
SWAARPCTERNAF VCKAAA
124 130 135 140

Figura 18. Secuencia de aminoacidos y elementos de estructura secundaria de la OC-17.
Los circulos amarillos con los nimeros indican los aminoacidos unidos mediante puentes
disulfuro (lineas punteadas).
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La estructura de la OC-17 se encuentra estabilizada por tres puentes disulfuro (figura 19),
los cuales se encuentran conservados en la forma larga de las lectinas tipo-C
(http://www.expasy.org/cgi-bin/nicedoc.pl?PDOC00537).

El puente disulfuro Cys5-Cys16 conecta al asa que precede a la hebra 1 con el amino
terminal de la hebra B2, otro mas (Cys33-Cys138) conecta a la hélice o 1 con la hebra B8

y el formado entre las Cys113-Cys130 une al amino terminal de la hebra 6 con el asa

que precede a la hebra 38.

Figura 19. Mapa de densidad electrénica 2Fo-Fc a 1 ¢ y resolucién de 1.5 A de la zona

del puente disulfuro Cys5-Cys16. La imagen fue generada con Turbo-Frodo.
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Como se esperaba, y dado que la OC-17 es una fosfoproteina con 2 serinas fosforiladas
(Sep61 y Sep67), se encontr6é densidad evidente de un grupo fosforilo en la vecindad de la
Ser61 (figura 20). Esta fue designada SEP61 durante la resolucién estructural. Este tipo
de residuos son capaces de unir iones tales como Ca?*. Asimismo, en diferentes sistemas
biomineralizados se ha descrito su presencia, como es el caso de la proteina orquestina
del crustaceo terrestre Orchestia cavimana, la cual al ser enzimaticamente desfosforilada
pierde la capacidad de union a calcio (Hecker et al., 2003). También se ha descrito su
presencia en proteinas tales como la DMP1 (dentin matrix phosphoprotein) reportada en
dentina y hueso, DMP2 de dentina y RP-1 de concha de moluscos (Hecker et al., 2003).
Es importante mencionar que la litostatina de calculos pancreaticos no se encuentra

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

Figura 20. Mapa de densidad electrénica 2Fo-Fc a 1 ¢ y resolucion de 1.5 A en la zona de

la serina fosforilada (SEP61). La imagen fue generada con Turbo-Frodo.
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Relacidn estructural con otras proteinas con dominio de lectina tipo-C

La OC-17 adopta el plegamiento tipico de lectina tipo-C de manera similar a la litostatina
de calculos pancreaticos humanos. Los datos estructurales disponibles hasta ahora
demuestran una arquitectura en comun en el plegamiento de las proteinas con un dominio
similar al de lectinas tipo-C (CTLD).

En la proteina de unidbn a manosa de rata (rat mannose binding protein = RMBP), el
dominio de unién a carbohidratos (CDR) contiene una serie de asas estabilizadas por dos
iones Ca®*. La unién a carbohidratos se produce a través de la coordinacion directa de
uno de los iones Ca?* mediante puentes de hidrégeno con la cadena lateral de ciertos
aminoacidos, formando asi un complejo proteina-calcio-polisacarido.

Existen hasta ahora 37 estructuras resueltas que contienen un CTLD (Zelensky, 2003), de
las cuales aproximadamente la mitad no tienen la capacidad de unién a carbohidratos.
Este es el caso de la OC-17 y la litostatina, las cuales no conservan los residuos
responsables de coordinar al ion calcio.

En la zona correspondiente a la hélice 319 (Ala 105 — Arg 109) en la OC-17 se encuentran
los aminoacidos homaologos en posicion a los responsables en coordinar al ion calcio en la
RMBP (figura 21). Sin embargo, comparando la densidad de cargas entre éstas, se
observé que son opuestas, por lo que por efectos de repulsion esta densidad previene la

unién de iones con carga positiva, evitando asi la subsecuente unioén de polisacaridos.
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Ala 107 > pa——
rg

Arg 108>

Figura 21. (a) Superposicion OC-17 (rojo) — litostatina (amarillo) — RMBP (verde). En azul
se muestra el ion Ca?* principal de la RMBP. (b) Acercamiento a la zona de unién a calcio
y manosa de la RMBP superpuesta con los aminoacidos homaélogos en posicién de la OC-
17 (hélice 34¢). El cédigo de colores es el mismo que en la figura a y fueron generadas con
los programas Pymol (DeLano, 2002), ViewerLite (Accelerys) y PovRay.

La figura 22 muestra la alineacién de secuencias de la OC-17 con oftras proteinas
asociadas con una fase mineral de carbonato de calcio. En esta comparacién se incluyé a
la proteina de unién a manosa de rata (RMBP), ya que ésta es el prototipo del
plegamiento de lectinas tipo-C. Esta es la unica que pertenece al tipo corto de lectinas
tipo-C con sélo 2 puentes disulfuro.

La ansocalcina es una proteina intramineral de cascaron de huevo de ganso
recientemente reportada (Lakshminarayanan et al., 2002), la cual tiene una identidad de
aproximadamente el 50% con la OC-17, mientras que la perlucina es una proteina
asociada a la fase mineral de aragonita (nacar) en conchas de abulon, Haliotis laevigata
(Mann et al., 2000; Weiss et al., 2000).
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oc17 DPDGCGPGWV PTPGGCLGFF SRELSWSRAE SFCRRWGPGS HLAAVRSAAE 5
Ansocalcin --NKCPKGWL DFRGSCYGYF GQELTWRKAE AWCKVIHAGC HLASLHSPEE 48
Perlucin ---GCPLGFH QNRRSCYWFS TIKSSFAEAA GYCRYLES-- HLAIISNKDE 45
Lithostathine ARISCPEGTN AYRSYCYYFN EDRETWVDAD LYCQNMNSG- NLVSVLTQAE 49
RMBP = ——m—mmmemo -SGKKFFVTN HERMPFSKVK ALCSELRG-- TVAIPRNAEE 37
0c17 LRLLAELLNA SRGGDGSGEG ADGRVWIGLH RPAGSRSWRW SDGTAPRFAS 100
Ansocalcin HAAVARFIAK FQRRE—-—--- EEDNVWIGLH HWNQAR--VW IDGSKKRYSA 91
Perlucin DSFIRGYATR LG-----=-- EAFNYWLGAS DLNIEGRWLW EGQRRMXYTN 87
Lithostathine GAFVASLIKE SGTDD----- -- FNVWIGLH DPKKNRRWHW SSGSLVSYKS 92
RMBP NKATQEVAKT SA--——--—— —=—-- FLGIT DEVTEGQFMY VTGGRLTYSN 74
oc17 WHR--TAKAR RGGRCAALRD EEAFTSWAAR PCTERNAFVC KAAA 142
Ansocalcin WD---DDELP RGKYCTVLEG SSGFMSWEDN ACSERNPEVC KYSA 132
Perlucin WSPGQPDNAG GIEHCLELRR DLGNYLWNDY QCQKPSHFIC EKER 131
Lithostathine WGIG-APSSV NPGYCVSLTS STGFQKWKDV PCEDKFSFVC KFKN 135

RMBP WKKDEPNDHG SGEDCVTIVD NG---LWHDE SCQASHTAVC EFPA 115

Figura 22. Alineamiento de secuencias.

En amarillo se encuentran marcadas las seis cisteinas que forman los tres puentes
disulfuro de la forma larga del dominio de lactina tipo-C.

En azul se muestran los aminoacidos responsables de formar el anillo de coordinacion con
el ion Ca?* en la RMBP (PDB 2MSB).

Comparacion estructural con la litostatina de calculos pancreaticos

Los resultados de la alineacién de secuencias (figura 22) muestran una identidad del 32%
entre la litostatina (144 aminoacidos) y la OC-17 (142 aminoacidos). Sin embargo, la
superposicion de estructuras tridimensionales indican una arquitectura en comun (figura
21a), con valores de r.m.s. en la superposicién de carbonos o de 0.86 A, encontrandose

las mayores variaciones en las regiones de las asas.

51



Juan Pablo Reyes-Grajeda Resultados y Discusion

Asimismo, un calculo de superficie molecular (figura 23) y potencial electrostatico (figura
24) muestran que la OC-17 se encuentra fuertemente polarizada y cargada positivamente.
Esta gran polarizaciéon es debida al gran nimero de aminoacidos cargados positivamente
que se encuentran en la OC-17 y particularmente por los 19 residuos de arginina que se

encuentran en su secuencia.

e

120° 240°

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

Hurface Patentin) [ EESSENI=T. S0 . il LN

Figura 24. Potencial electrostatico de la superficie molecular de la OC-17. La figura fue
generada con GRASP (Nicholls et al., 1993) y Raster 3D.
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Analisis de factores de temperatura (B)

El analisis de los factores de temperatura o factores B nos provee informaciéon de la
vibracién de los atomos. Este valor debe de ser mas alto en las zonas de asas y menor en
el nucleo hidrofébico de la proteina. Nuestro analisis corrobora esto para la proteina OC-
17 y precisamente en los aminoacidos vecinos a la zona del asa formada entre la Gly64 —
Gly68, la cual no pudo ser construida debido a |a falta de densidad electronica (figura 25),
observandose una tendencia a aumentar el valor de los factores B en esta zona, asi como
en otras dos asas, en la zona del amino terminal y para algunos aminoacidos con cadenas

laterales largas como la arginina.

Gly64-Gly68
45 4 4

40
35
30
25
20
15
10

Factores de temperatura

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Nimero de residuo

Figura 25. Factores de temperatura (B) vs numero de residuo. Las flechas indican la
region del asa Gly64-Gly68 que no pudo ser modelada.

La estructura tridimensional de la proteina ovocleidina-17 es la primer estructura resuelta
por difraccion de rayos X de una proteina especifica de la secciéon intramineral de
cascaron de huevo de Gallus gallus, y es la primera estructura de una proteina
directamente involucrada en un proceso de biomineralizacion no patologico. Las
coordenadas han sido depositadas en Protein Data Bank (PDB) con el codigo PDB ID:
1GZ2.
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3.3 Influencia de la OC-17 sobre la cristalizacion del carbonato de
calcio

ffsm proteinas usadas como controles no produjeron efectos relevantes sobre la
morfologia de los cristales de carbonato de calcio, por lo que su registro microfotografico
no se incluye en esta tesis.

Como se esperaba, en ausencia de la OC-17 se observaron cristales romboédricos de
calcita (figura 26a), mientras que una fuerte agregacion de cristales fue inducida por la
presencia de la OC-17. Esta influencia fue directamente proporcional a la concentracion
de la proteina, como se muestra en la figura 26 b a i. En cuanto a su morfologia, estos

agregados cristalinos de CaCO, son muy similares a los observados en la zona mamilar

del cascarén de huevo de Gallus gallus (figura 1). La fase mineral se mantiene como
calcita dado que el habito cristalino de la aragonita es generalmente acicular y el de la

vaterita esferulitico.

Figura 26. Micrografias de carbonato de calcio por SEM: (a) control, (b) 200 ug de OC-17,
(c) 100 pug de OC-17, (d) 75 ug de OC-17, (e) 50 pg de OC-17, (f) 25 ng de OC-17, (g)
12.5 ug de OC-17, (h) 10 pg de OC-17, (i) 5 ng de OC-17.
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La mayor influencia sobre la morfologia de los cristales de carbonato de calcio se observo
en el intervalo de entre 200 y 12.5 ug de proteina. Estas observaciones soportan la
hipétesis de que la OC-17 tiene cierta influencia en el control del crecimiento de los
cristales de calcita y como consecuencia juega un papel importante en la organizacion

estructural y propiedades mecanicas del cascaron de huevo.

Microscopia de fuerza atomica (AFM)
Los experimentos de AFM sobre la ovocleidina-17 inmovilizada sobre mica, muestran que
ésta tiende a agregarse formando asi nanoesferas (figura 27), con una distribucion de

tamanos heterogénea.

Figura 27. Nanoesferas de OC-17 observadas mediante microscopia de fuerza atémica.
(a) 500 x 500 nm. (b) 250 x 250 nm.

Estas nanoesferas podrian ser las responsables de formar centros de nucleacién,
teniendo una influencia directa en el fenémeno de agregaciéon de cristales de calcita, de
manera similar a lo propuesto para las proteinas amelogeninas involucradas en la
biomineralizacion del esmalte dental (Moradian-Oldak et al., 1998; Moradian-Oldak et al.,
2000; Fincham et al., 1999).
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3.4 Modelo preliminar de interaccion OC17 — CaCO;

Hasta ahora no existe un modelo de interaccién para interfases proteina-mineral. Sin
embargo, se ha postulado que los aminoacidos con carga negativa y positiva
posiblemente interactian con los iones calcio y carbonato respectivamente, proveyendo
de alguna manera de sitios especificos para la nucleacion en los biominerales (Hare,
1963). En el modelo propuesto para el caso de una proteina anticongelante tipo Il
(antifreeze protein Il = AFP Il) del pez de la familia Hemitripteridae, Hemitripterus
americanus, cuya estructura fue resuelta por RMN (Gronwald et al., 1998) y que tiene un
dominio similar al de lectina tipo-C, se demostré por mutagénesis dirigida que el sitio de
unién a hielo es diferente al sitio de unién a carbohidratos (Loewen et al., 1998), mientras
que para otra proteina del mismo tipo (AFP IlI), pero de arenque, se determiné que el sitio
de interaccion corresponde al sitio de unién a carbohidratos (Ewart et al., 1998).

Por otro lado, el papel que juega la proteina de calculos pancreaticos humanos, litostatina,
al inhibir o promover la cristalizacién del CaCO3; es muy controvertido (Patard et al., 2003)
y no existe mas que un modelo de interaccion de un undecapeptido producto de su
hidrolisis (Gerbaud et al., 2000).

Con el modelo tridimensional de la ovocleidina-17 y las coordenadas cristalograficas
reportadas para la calcita (Effenberger et al., 1981), se construyé manualmente un modelo
preliminar de interacciéon. Para la construccion de este modelo se buscaron los
aminoacidos cargados positiva y negativamente en la estructura de la OC-17 que se
encontraran a las distancias adecuadas para interactuar ya sea con iones carbonato o
calcio respectivamente en la red cristalina de la calcita. En esta busqueda fue posible
localizar una zona probable de interaccion. Esta zona corresponde a la porcion con carga
negativa observada en la superficie molecular (figuras 23 y 24) de la ovocleidina-17.

En la figura 28 se muestra la celda unitaria de la calcita en donde la distancia entre dos
iones calcio en los ejes ay b es de 4.98 A, por lo que cada dos celdas unitarias hay dos
iones calcio a una distancia de 9.97 A. Esta distancia es muy similar a la que se
encuentran el Asp72 y el Glu69 (9.79 A) en la estructura de la OC-17, pudiendo

interaccionar estos residuos con los iones calcio de los planos 100 y 010 de la calcita.
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Calcita

Grupo espacial
R 3¢

Celda unitaria

a=b=4098
¢c=17.05 [ Cai*
a=B=90
y=120 e$® co-

Figura 28. Celda unitaria de la calcita

En la figura 29a esta representada la superficie molecular de la OC-17 y la posicion del
Asp72 y el Glu69. En la figura 29b y 29¢ se muestra la disposicion de los iones calcio de
cuatro celdas unitarias (2 X 2 en los ejes a y b) y su posible interaccion con las cadenas
laterales de los aminoacidos Asp72 y GIu69 (en la figura 29b no se incluyeron los iones
carbonato por claridad en la figura). Las dos figuras se encuentran vistas desde el plano

001 de la calcita el cual corta al eje c.
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Plano 001 de la calcita.

C 997 A

Asp 72 Glu 69

Figura 29. Modelo preliminar de interaccién entre la ovocleidina-17 y la red cristalina de la

calcita.
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De ser posible esta interaccion, cada 10 celdas unitarias de calcita en el eje A o B, se
encontraria una molécula de proteina (figura 30). Estas proteinas podrian estar en un
principio promoviendo la mineralizacion del carbonato de calcio. Extrapolando nuestro
modelo a las posibles interacciones in vivo, la OC-17 podria estar jugando un papel
importante en la biomineralizacion del cascardn de huevo.

Sin embargo, este es un modelo preliminar que debe ser ajustado geométrica y
energéticamente, y eventualmente validado experimentalmente. No descartandose
tampoco la participacion de otras moléculas.

Figura 30. Posible orientacion de la ovocleidina-17 en relacion con la red de calcita (vista
lateral). La superficie molecular de la OC-17 se encuentra en color rojo y azul para los

aminoacidos con carga negativa y positiva respectivamente.
La ausencia de una orientacion cristalografica preferencial en la zona mamilar del

cascaron de huevo, determinada por Silyn-Roberts & Sharp (1986) mediante difraccion de

rayos X de polvos, y el modelo generalmente propuesto, en el que la nucleaciéon de
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cristales ocurre alrededor de esferas de origen proteico y que todos los cristales crecen
hacia afuera de la esfera con la misma direccion cristalografica de manera radial, puede
explicarse en parte con nuestro modelo de interaccion ovocleidina 17 — calcita. En este
modelo, la OC-17 estaria formando parte de estas esferas (nanoesferas) controlando la
depositacion de carbonato de calcio en sitios especificos como se muestra en la figura
31a. En la figura 31b se muestra el modelo de una nanoesfera de proteina sobre fibras de
colagena, en donde el color rojo representa las cargas negativas expuestas para el control
de la depositacion del carbonato de calcio (basados en el modelo de las figuras 29 y 30),
mientras que en azul se muestra el nucleo de la nanoesfera cargada positivamente. Sin
embargo, es necesario tener evidencias experimentales que corroboren que estas
nanoesferas pueden inducir la precipitacion mineral a como lo hemos propuesto aqui.
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a Exterior
Membranas
Interior . (colagenas)
Nucleo de proteina
0OC-17
Cristales de
calcita
Colagenas

Figura 31. (a) Centros de nucleacion compuestos por nanoesferas de OC-17. (b) Modelo
de una nanoesfera de proteina controlando la depositacion de cristales de calcita.
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4. CONCLUSIONES GENERALES

De los datos de aislamiento y purificacién de la ovocleidina-17, concluimos que las
modificaciones realizadas al protocolo descrito por Mann (1999), los cuales se
encuentran en la seccion 2.1.1, fueron optimas para obtener la proteina en un estado
de gran pureza (95%).

De la optimizacion de las pruebas de cristalizacion, se deduce que la técnica mas
adecuada para obtener cristales de la OC-17 es la de difusion en fase vapor en gota
sedente a una concentracion de proteina de 6 mg/ml, usando como agente precipitante
6% de PEG 4000 en amortiguador de acetatos 0.1 M pH 4.6.

La resoluciéon estructural de la ovocleidina-17, la cual es la primera estructura resuelta
de una proteina de la seccidn intramineral de cascarén de huevo de Gallus gallus, y la
primer estructura de una proteina directamente involucrada en un proceso de
biomineralizaciéon no patolégico, muestra que el plegamiento general es muy similar al
de la litostatina (1LIT) de calculos pancreaticos humanos, siendo las asas las partes en
las que hay una mayor diferencia. El plegamiento corresponde a un dominio globular
que consiste de 3 hélices y 8 hebras [} que forman dos laminas 3 antiparalelas. De las

helices, dos son del tipo a y una del tipo 3,,. Asimismo, en la estructura se encuentran

tres puentes disulfuro formados entre la Cys5-Cys16, Cys33-Cys138, Cys113-Cys130,
los cuales se encuentran incluidos en el dominio largo de lectinas tipo C. De manera
similar a la litostatina, la ovocleidina-17 no contiene ni en secuencia ni en posicion a los
aminoacidos responsables de formar un anillo de coordinacién con el ion Ca?* para la
subsecuente union a polisacaridos.

Las pruebas de hemoagilutinacién para la deteccion de lectinas, las cuales fueron
negativas para la OC-17, sugieren que esta proteina no es una lectina, tal como se
habia predicho en funcién de la secuencia de aminoacidos y la estructura tridimensional.
De los experimentos de la influencia in vitro sobre la morfologia macroscopica de
cristales de carbonato de calcio se deduce que la OC-17 tiene un papel fundamental en
el control de la depositacion mineral, pero no hay que descartar que pueden

establecerse procesos sinérgicos de interaccién in vivo.



Juan Pablo Reyes-Grajeda Conclusiones

De los estudios de agregacion determinados por técnicas de dispersion dinamica de luz
(DLS), se observé que la temperatura tiene un marcado efecto sobre OC-17, lo cual
podria ser un indicio de su estado funcional in vivo formando nanoesferas a como lo
observamos mediante microscopia de fuerza atomica de la proteina inmovilizada sobre
mica.

El modelo preliminar de interaccion proteina-mineral muestra que los residuos GIu69 y
Asp72 podrian interactuar con iones calcio cada dos celdas unitarias en el eje A y B de
la calcita.

De ser posible la interaccién propuesta en el modelo, esto podria explicar la ausencia de
una direccion cristalografica preferencial en la zona mamilar del cascarén de huevo, sin
embargo es necesario contar con nuevas evidencias experimentales que corroboren

esta hipotesis.
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APENDICE A. INDICE DE FIGURAS.

Figura 1. Micrografia de microscopia electronica de barrido (SEM) en vista transversal del
cascaron de huevo de Gallus gallus.

Figura 2. Diagrama de fases (Ostwald-Miers).

Figura 3. Alineaciéon de secuencias entre la ovocleidina-17 y la litostatina de calculos
pancreaticos humanos.

Figura 4. Primeros datos obtenidos con MOSFLM del autoindizado antes del afinamiento
de la celda unitaria.

Figura 5. Valores de Rsyn, para diferentes grupos espaciales trigonales y

hexagonales.

Figura 6. Solucion dada para el reemplazo molecular con el grupo espacial P3;21 por el
programa AMORE.

Figura 7. Sistema experimental para la sintesis de cristales de CaCOs;.

Figura 8. SDS-PAGE. Gel homogéneo 15%. Proteinas intraminerales.

Figura 9. Cromatograma del extracto intramineral usando una columna Vydac C-4 de
HPLC fase reversa.

Figura 10. SDS-PAGE. Gel homogéneo 20%. OC-17 purificada.

Figura 11. Efecto de la temperatura sobre el estado de agregacion de la proteina
ovocleidina-17.

Figura 12. Cristales de Ovocleidina-17.

Figura 13. Monocristal de Ovocleidina-17.

Figura 14. Patron de difraccion de rayos X obtenido en sincrotron.

Figura 15. Datos cristalograficos obtenidos en sincrotron.

Figura 16. Grafica de Ramachandran de la OC-17.

Figura 17. Representacion esquematica de la estructura de la OC-17.

Figura 18. Secuencia de aminoacidos y elementos de estructura secundaria de la OC-17.
Figura 19. Mapa de densidad electrénica de la zona del puente disulfuro Cys5-Cys16.
Figura 20. Mapa de densidad electronica en la zona de la serina fosforilada (SEP61).
Figura 21. Superposicion OC-17-Litostatina-RMBP.

Figura 22. Alineamiento de secuencias.

Figura 23. Superficie molecular de la OC-17 en tres diferentes orientaciones.
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Figura 24.
Figura 25.
Figura 26.
Figura 27.
Figura 28.
Figura 29.
Figura 30.
Figura 31.

Potencial electrostatico de la superficie molecular de la OC-17.

Factores de temperatura de la OC-17.

Influencia de la OC-17 sobre la cristalizacion de CaCOs.

Nanoesferas de OC-17 observadas mediante microscopia de fuerza atémica.
Celda unitaria de la calcita.

Modelo preliminar de interaccién entre la ovocleidina-17 y la calcita.

Posible orientacion de la ovocleidina-17 en relacion con la red de calcita.

Modelo del control de la depositacién de cristales de calcita sobre nanoesferas

de proteina.
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CRYSTALLIZATION AND PRELIMINARY X-RAY ANALYSIS
OF OVOCLEIDIN-17 A MAJOR PROTEIN OF THE Gallus gallus
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Abstract: In this work, we report the crystallization of ovocleidin-17, the major protein of the avian eggshell
calcified layer and the preliminary X-ray characterization of this soluble protein which is implied into the
CaCO, formation of the cggshell in avians. Crystals belong to one of the trigonal space group P3 with cell
dimensions a= b= 59.53 A and ¢ = 83.33 A, and &e=[= 90° and y=120°. Crystals diffract up t0 3.0 A.

INTRODUCTION

The avian eggshell acts as a mineral coat protectant of many species. From the evolutionary viewpoint
the eggshell not only protects the embryo against microorganisms but also controls the dose of water, gases and
the ionic exchange as well us the calcium provision for the avian skeleton formation [1]. The eggshell as a
natural nanocomposite material is obtained n less than 24 hours [2). In terms of the biomineralization
phenomena. the knowledge about the ultrastructure of the cggshell is a quite interesting 1ask for understanding
the organic-inorganic interactions in living organisms. The knowledge of the structure-function relationship is

essential from the biological point of view in order to und d funda e nary aspects of mincral

coals protectants in general and of ovocleidin-17. in particular. Moreover, based on this knowledge. it might be
possible o betier design stratcgies to preserve species thai face risk of extinction.

In avian cggshells. there are several specific proteins of the intra-mineral compariment. including
ovocleidin-1 7. which is the major soluble protein of the caleified laver. [t consisis of 142 amino acids residues
including two phosphorilated serines. The sequence of this protein reported by Mann and Siedler shows a single
C-type lectin-like domain (CTLD). We have also determined that this protein contains 30 % of structural
similarity with litostatine that is implied in the pancreas stones disease [3]. In this work. we report the
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ervstallization of the protein ovocleidin-17 from the intra-mineral pan of the cggshell caleified layer in Gallus
eallues and its preliminary X-ray analysis.

MATERIALS AND METHODS

Protein purification was done essentially as described by Mann and Siedler (3] All sieps in the
purification scheme were done at 4 °C. Eighteen not fertilized eggs from Gallus galius were properly washed to
remove the intemal content. The membrane and the cuticle were removed after treatment using a 5% (w/v)
EDTA (Aldrich 10, 631-3) solution for 30 minutes and clean eggshells were ground. Then all biological
macromolecules were extracted from the mineral powder using a solution 20% (v/v) acetic acid (Sigma A-6283)
(10 mililiters of acetic acid per gram were added 1o the eggshell powder). The solution was kept and stirred
during 24 h. The extract was centrifuged at 22,100 x g for %0 minutes. The supernatant was dialized agmnst 5 x
10 volumes of acetic acid (5% v/v) containing 5 mM EDTA and 0.025% (w/v) sadium azide. To precipitate all
proteins, ammonium sulfate (Sigma A-6387) was added 1o satraie the diahized solution. Afier 24 b, the
solution was centrifuged al 64,500 x g during 50 minutes. The supematant was discarded. and the pellet was
resuspended and dialized against 10% {v/v) acetic acid in order 1o remove the ammonium sulfate. The resulting
solution was centrifuged at 29,500 x g during 5 minutes and the supernatant solution was filicred using PVDF
filters of 0.2 pm. The solution was then injecied 1o a Vydae €4 HPLC reverse phase column (500 X 4.6 mm) and
eluted using a gradient of acetonitrile (30 1o 70 %) with 0.1 % (v/v) TFA for 10 minules at a rate flow of 0.5
mi/min. The molecular weight of the protein was 17.000 as determined by SDS-PAGE. Nevertheless, using the
amino acid sequence of the protein. a molecular weight value of 15300 was obtained [4]. Mann and Siedler
reported the sequence and the molecular weight of this protein by using mass spectrometry giving a value of
15.454. A hiophysical characterization of the molecular weight of the protein solution using dynamic light
scatiering methods was done as described in reference [5]. This discrepancy found in the MW determination by
SDS-PAGE of ovocleidin-17 compared to mass spectrometry. the amino acid sequence of this protein. and our
bivphysical determination by dynamic light scaticring methods could be explained from the basis of the
wransport phenomena cither in solution or in gel media. Any protein in solution behaves dilTerent. bused on its
movility and ditTusitivy propenties, than into 4 porous material (SDS-PAGE, using polvacrylamide s gel). In
several methods, the MW is determined by the use ol diffusion coctlicients and the Swkes-Einsicin equation. So
that. i1 1s plausible o express that the molecular weight determination by mass specirometry and the amino acid
sequence is usually recommended as the most precise determination for biochemical and biophysicul
caleulauons.

On the other hand. crystals sunable for X-ray analysis were obtained by the siting-drop vapor diftusion
method [6]. Five microliters of freshly purified protein solution at a concentration of 12.5 mg/ml. were mixed
with 5 microliters of reservoir solution containing 0.1 M Na Acctate buffer pll 4.6, 8% (w/v) PEG 4000
(Reagent 37. Hamplon Research KIT 11 crysials appeared after 10 10 20 days at 4°C. The crystals obtained
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diffracted up to 3.0 A using a Rigaku rowting anode generator (100kV, 50 mA) and an R-Axis LIC imaging
plate detector at a crystal/detector distance of 100 mm., 31 frames of 45 min were collected using an oscillation

range of 2°, and the raw data were processed using the Biotex Plogram. Additionally. the DENZO Program [8]
and CCP4 9] were also used 1o reduce the data.

RESULTS AND DISCUSSION

Under the conditions described above. suitable erystals for X-ray analysis were obtained (Figure 1). The
crystals belong to the trigonal space group P3 with ccll dimensions a=b = 59.53A, c = 83.33A and a = p = %0°
and ¥ = 120°. On the basis of the space group and unit cell volume, there were six asymmetric units per cell. The
size of the crystals was 0.2 x 0.05 x 0.05 mm. The amount of solvent in the crystal was determined by the
Matthews formula |7]. For this calculation a molecular weight of 15.454 was considered. We determined the
same molecular weight by means of light scattering techniques using the Kratochvil's equation and the total
intensity light scattering (TILS) method using the DYNAMICS software provided by Protein Solutions Ca. [5].

Viesen = 1.23/ Vi, therefore the Vg = | = (1.23/Vy)

Where Vit = Vean / (MW Z) and where, Ve = volume of the unit cell (A"), and Z = number of the asymmetric
units per unit cell. For the space group P3. Z=6 and MW = 15,454, The amount of the protein in the crystal is
therefore 255,743 A/ (15454 x 6), Vi =2.76. Vsen = 1.23 /276 = 0.446. In consequence, the volume of
solvent is 55.4 %,

Figure 1. Crystal of ovocleidin-17 from Gallus gallus cggshell grown at 4°C in 8 % (viv) PEG 4000, pH 4.6.
Trigonal crystal as described in the text was 0.2 x 0.05 x 0.05 mm. Bar scale corresponds o 0.1 mm.

Statistics on the collection of the diffraction data are given in the next wble.
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Table 1. Data Collection Statistics of ovocleidin-17 from Gallus gallus cggshell

Space group P3
- Unit cell parameters a=b= 59.53, c=81.33, a=p =90° y
=120
" Resolution limit (A) 30
i Speaific volume 276 =
Number of Asymmeltric units 6
Number of total reflections 29.400
Number of unique reflections 6425
Completness (%) 91.9
Rincrge (%) 177
hos o = I

Reerge = Z hkl [ 1= < 1> | 7 Z 1. the inner summation is over duplicated reflections. the outer is over unique

reflections. and the nominator is summarized over all reflections.

A preliminary analysis based on synchrotron radiation was also carried oul. Crystals were shooted using
a wavelength of 0.934 A (ADSC Q4R CCD detector) (ESRF. Grenoble Station ID14-EH1). Maximal resolution
was 3.0 A. Although, we obtained poor diffraction quality from all our protein crystals. it was possible 10 obain
the preliminary X-ray characterization and the crystal symmetry. This poor diffraction data acquisition was due
to the fact that all crystals were extremelly thin and small. Opumization of conditions for growing betier
crystals for X-ray analysis at cryogenic conditions is underway. This optimization will allow us to determine
the three dimensional structure of ovocleidin-17. The 3D structure of thjs protein. as the first major intra-
mincral crystallized protein of the avian eggshells calcified layer. undoubledly will highlight valuable
information about the mechanism involved in natural ocurring biomineralization. On the other hand. crysial
modeling coupled with atomic force microscopy will permit us 1o determine the specific crystallographic faces
that are modified by the presence of this protein during the eggshell formation. This will allow us to propose a
theoretical mode! for explaning how this protein is taking place into the mechanisms of nucleation and crystal
growth phenomena of CaC(); hiomineralization in nature.
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Summary

Ovocleidin-17 (OC17) from Gallus gallus is one of the best candidates 1o control and regulate
the deposition of calcium carbonate in the caleified eggshell layer. Here, the crystal structure
of monomeric OC-17, determined at a resolution of 1.5 A, was refined to a crystallographic
R-factor of 20.1 %. This is the first protein direcily involved in a non-pathological
biomineralization process resolved by x-ray diffraction to date. The protein has a mixed
structure containing a single C-type lectin-like domain. However, although OC-17 shares the
conserved scafTold of the C-type lectins, 1t does not bind carbohydrates. Nevertheless, m vitro
OC-17 modifies the crystalline habit of calcium carbonate (CaCO;) and the pattern of crystal
growth at intervals of 5 to 200 pg/ml. Determining the 31 structure of OC-17 contnbutes to a

better understanding of the biological behavior of structurally related biomolecules and of the

mechamsms involved in eggshell and other mineralization process.

Kevwords: Biomineralization; Eggshell; C-type lectin-like proteins; OCI17; calcium

carbonate.

(B8]
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Introduction

The awian eggshell 1s a highly ordered nanocomposite structure that is deposited in an
acellular milieu. It is secreted by the distal part of the oviduct, the uterus and isthmus, and it
is in the latter that the inner and the outer shell membranes are produced (1). During their
transition in the isthmus (tubular shell gland) and the uterus, spherulitic crystal growth is
initiated by the deposition of calcium carbonate onto specific-protein aggregates that are the
precursors of the mammillary knobs (2). Indeed. some of the most important macromolecules
that regulate the nucleation and crystal growth of calcite are present in these knobs.
Therealter, the bulk of the calcite is deposited in the uterus, a process that is controlled by
competitive crystal growth and that gives rise to the cone and palisade layers (3). As a result
two preferred crystallographic orientations are generated and that reach a maximum towards
the surface of the palisade layer (4).

A complex array of proteins exists in the uterine fluid and eggshell extract of Gallus gallus.
While one family of matrix proteins corresponds to the egg white proteins: lysozyme (14.4
kDa), ovotransferrin (78 kDa) and ovoalbumin (43 kDa; 5, 6), another group of proteins in
the eggshell are the bone matrix proteins osteopontin and sialoprotein (7). Finally, the third
group of proteins that are specifically found in the uterus includes the ovocleidins and
ovocalyxins. Indeed, Ovocleidin-116 has been cloned and corresponds to the core protein of
an cggshell dermatan sulfate proteoglycan (8).

The intramineral protein Ovocleidin-17 (OC17) is an abundant component of the soluble
fraction and it is also glycosylated (OC23; 9). This protein can be obtained by acidic
extraction of the Gallus gallus eggshell and when sequenced it was shown to contain 142
amino acids including two phosphorylated serines (10). Based on this amino acid sequence,
OC17 was seen to contain a C-type lectin-like domain (CTLD; 11), similar to lithostathine in

human pancreatic stones (12) and perlucin of the nacreous laver of Haliotis laevigata shell
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(13, 14). Notably, all these CTLD containing proteins are associated with the mineral phase
of calcrum carbonate.

QC17 is the major protein component of the eggshell matrix and one of the best candidates to
regulate mineral deposition. However, the binding of carbohydrates in a Ca’ dependent
manner typical of C-type lectins has not been attributed to this protein. OC17 is remarkable
well conserved in the eggshell matrix of a number of avian species, suggesting that 1t plays a
fundamental role in the process of eggshell formation (15). Indeed, a specific antiserum
against OC17 shows that it is present in the mammillary knobs and palisade layer, as well as
in the tabular pland cells of the shell gland (16).

Our aim is to gain a better understanding of the mechanisms underlying the phenomena of
CaCO; biomineralization, which may be useful when considering their possible biomimetical
applications. With this 1n mind. we have centered our efforts on studying the proteins that
play an smportant role in crystal growth during the eggshell formation. Here, for the first tme
we describe the three-dimensional structure of a non-pathological protein involved in a
biomineralization process, OC-17. In addition, we develop a preliminary model of the

protein-calcite interaction based on our SEM and AFM observations.
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Experimental procedures

Crystallization and Data Collection

Ovocleidin-17 was purified and cryswllized as described by Reyes-Grajeda e af. (17).
Crystals of OC-17 were grown at 4° C by sitting droplet vapor diffusion. The protein solution,
5l of 6 mg ml”, was added to 5 pl of reservoir bufler (6% (w/v) PEG 4000, 0,1 M Na
Acetate, pH 4.6) and the droplets were equilibrated with Iml of reservoir buffer. Crystals
grew over 10 to 20 days, reaching maximum dimensions of 0.2 x 0.05 x 0.05 mm.

A complete data set was collected from a single crystal at a resolution of 1.5 A m the ESRF
beamline BM14S (Grenoble, France) with a MarCCD detector system, using a crystal to
detector distance of 80 mm and a wavelength of 0.97 A All data were integrated using the
MOSFLM program (18) and then reduced with SCALE and TRUNCATE (19). yielding a
unique data set of 26,123 reflecuons with a Ruere factor of 6.3%. The crystals belonged o
the 3221 space group with one monomer per asymmetric unil, corresponding to a 45% (v/v)

solvent content. The data collection parameters and statistics are presented in Table 1.

Structure determination and refinement

The structure of the native OC17 crystal was solved by molecular replacement with AMoRe
(20) using data up o 3.5 A. The search model was derived from the human pancreatic stones
lithostathine (11it) at 1.55 A resolution. The rotational search showed two solutions with
relutively Jow correlation values of 2.8 and 2.4 . A translational search and rigid body [itting
for these two solutions produced a correlation value of (.28 (R-value of 48.1%) over 0.15 for
the next highest peak. This solution was applied to the model and the resulting co-ordinates
were then used for refinement. The initial model, oriented and positioned according to the

molecular replacement solution, was examined using the program TURBO/FRODO (21).
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To improve the model. rounds of model building and iterative simulated annealing were
performed using torsion angle dynamics (starting at T-5000 K with a cooling rate of 50 K per
cycle), energy minimization and B-factor refinement using CNS tasks (22). At this point the
mode] still had ambiguous zones (Ruon 41.2%; Rfree 46.6%; with approximately 10% of
reflections in the test set for cross validation). The refinement started at a resolution of 2.5 A
with temperature factors for all atoms set 1o 20 A2 By increasing the resolution stepwise, the
model was refined to a resolution of 1.5 A. The combination of crystallographic refinement
and model building improved the initial model, solving the ambiguities. Water molecules
were automatically inserted using CNS and accepted 1f the corresponding Fo-Fe density map
was at least 3.06 and the geometric requirements for hydrogen bonding were fulfilled.
Finally, one phosphate group was modeled and refined to fit the extra electron density found
in the vicinity of Ser61. The crystallographic R-factor of the model is 20.1% for all unique

reflections at 1.5 A resolution (Ryge: = 21.8%).

Crystal Growth Experiments

Crystallization experiments were carried out at 18°C inside an ad hoe designed chamber for
the synthesis of CaCO; crystals. This system maintains the same CO; vapor pressure
generated by the decomposition of ammonium carbonate (25mM). The chamber is composed
of a dual-glass Petri dish i which one of the compartments holds several glass coverslips
onto which the OC 17 could be poured. In all the experiments the concentration of CaCl; was
0.1 M in a volume of 50 pl. For each experiment, different concentrations of OC17 were
added to the droplet (5 to 200pug/ml). Afier 3 days the crystals were rinsed with Milli-Q
water, air-dried and prepared for a SEM-EDS analysis using JEOL JSM9000 LV scanning

electron microscopy at 20Kv.
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Atomic force microscopy studies on OC17 nanospheres.

Samples for tapping mode atomic force microscopy were prepared by adsorbing several
microliters of protein solution (1jg/ml) at room lemperature onto freshly cleaved mica. The
surface was then lightly rinsed with double distlled water and dned at room temperature, A
Nanoscope-llla from DIGITAL Instruments was used for atomic force microscopy (AFM)
acqusition. The AFM images were obtained in tapping-mode at room temperature in air at a
scanning rate of 1.0 Hz for a range of resolutions. The installed NanoScope Soflware

(Version 4.42r7) was used 10 produce three-dimensional color graphics.
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Results and Discussion

Structure determination

We first established conditions that yielded crystals of ovacleidin-17 (OC17) that belonged to
the trigonal space group P3,21 (a-b- 58.26 A and ¢ - 82.46 A), with one molecule in the
asymmetric unit. These crystals were used (o solve the structure by molecular replacement
using the previously reported lithostathine structure as a search probe (12). In the final model,
the first three N-terminal residues Aspl. Pro2 and Asp3 were ill defined and were therefore
not incorporated into the model. In addition, the side chains at the surface loop Gly64-Gly6s
were also poorly defined in the electron density maps. Nevertheless, the root mean square
(r.m.s.) deviations were 0.005 A from the ideal bond lengths and 1.3 degrees from the ideal
bond angles. Calculations with the program PROCHECK (23) indicated that almost all
residues (93.6%) i the asymmetric unit were located in the most favorable regions, with
none of the residues in the disallowed regions. The data collection and refinement statistics

are listed in Table 1.

The erystallized OCI17 is 142 amino acids in length and contains a single C-type lectin-like
domain (24) of 46 x 44 x 38 A (Fig. 1). The general topology is that of a mixed o/ structure,
which 1s comprised of three a-helices and eight B-strands. the latter bemg clustered in two
oppositely oriented antiparallel B-sheets (BI-2-8-P3 and B5-P4—-P6-B7). The structure
can be divided into two pants: a lower part of the molecule containing the two major helices
ol and o2, which are oriented perpendicular 1o one another and surround the four B-strands
(1, P2. P8 and P3). The upper half includes the second four-stranded (B5-P4-p6—-B7) p-
sheet with a short 3j¢ helix connecting strands B35 and 6. The OC17 structure is further

stabilized by three disulphide bridges (Fig. 2A). which are conserved in the long-form C-type
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lectins (hatp:/ 37). Thus, in the lower half

of the molecule, the Cys5-Cys16 bridge conneets the loop preceding strund 1 with the N
terminus of the 32 strand, while the other disulphide bond (Cys33-Cys138) joins ol 1o 8. In
the top half of the molecule. a disulphide bndge between Cys113-Cys130 crosshnks strand
(36 10 the preceding B8 loop.

Given that the major form of ovocleidin (OC17) is a phosphoprotem with two phosphorylated
serines (Ser61 and Ser67; 10), the phosphoryl group density observed in the vicinity of Ser6]
was not unexpected. Stucturally, the electron density was unambiguously pinpointed w a
covalently attached, tetrahedrally component (Fig. 2B). PhosphoSer6|l s located at the C-
terminal end of the a2-helix in the loop connecting -2 with B4 in the lower lobe of the
structure. However, it was not possible 1o model the potential phosphorylation at Ser67 due to
a disordered region in the crystal structure. The phospharyl group at Ser6l might interact
specifically with Ca®" jons. However, when we soaked O 17 crystals in a solution of calcium
chloride in order (o determine specific binding sites, we do not find any changes in density
that might correspond to the attachment of Ca”" ions in a F,-F. ¢lectron density map. It is
possible that the chemical affinity of OC17 is more specific o carbonate than Ca™" jons, but

this hypothesis remains to be tested.

Structural relationship with other C-Type Lectin Domains (CTLDs)

The sequence of OC17 was aligned with several proteins associated with crystal growth in a
minera! phase. as well as with the rat mannose-binding protemn (RMBP) that is the prototype
of the C-type lectn fold (Table 2). RMBP was the only protein belonging to the short C-type
lectin domain with 2 disulphide bridges (as shown in Table 2). In RMBP, the carbohydrate
recognition domain (CDR) consists of a compactly folded region that contains a series of
loops stabihzed by two Ca™" 1ons. Carbohydrate bindmng occurs directly and 1s coordinated by

one of the Ca’* ions designated as the principal calcium. Interactions with several side-chains
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via hydrogen bonds produces a structure that selectively binds Ca™, thereby forming an
intimately linked ternary complex of protein, Ca® and sugar (25). However, OC17 and
lithostathine do not conserve the residues implicated in the association with Ca™. Thus, as a
consequence of both sequence and structural differences, the calcium-binding sites in the
mannose-binding protein are not present in either OC17 or lithostathine. Indeed, the failure 10
bind to carbohydrates was demonstrated by means of hemagglutination assays.

When the structure of OC17 was analyzed, the potential calcium-binding site in the 3)q helix
region, corresponding to residues Ala 105 to Arg 109, was seen 1o be highly positive charged.
This implies that the putative calcium-binding site is lost as a result of repulsive [orces,
thereby preventing the binding of carbohydrates. Unlike lithostathine, the sequence homology
between OC17 and RMBP is very low in this region. Nevertheless, although the sequence
identity of 32 % between the pancreatic inhibitor of stone formation (lithostathine) and OC17
is relatively low, they share a common tertiary architecture (Fig. 3) with an r.m.s. deviation
for all the Cat atoms of 0.86 A. The main structural variability was found 1n the regions of the
loops and tums. Until now, the structural data available for this large family has demonstrated
a common scaffold with a variety of functions in the CTLD fold, which can bind
carbohydrates, proteins and inorganic substrates (24). Hence the familial relationships
regarding protein folding may result from convergent evolution and may reflect the

specificity for certain minerals and biocomposites.

Surface fealures and mechanistic implications

The electrostatic potential on the surface of OC17 reveals a regular distnbution of charged
residues and a particularly eye-catching feature is the high degree of polarization at the top of
the molecule (Fig. 4A). Accordingly, on one side of the OC17 molecule, the surface of the
protein presents an extended solvent-exposed basic stretch including seventeen of the 21

basic residues. The concentration of the positive charge in OCI7 is distributed mostly in a

10
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pseudo nng around the molecule, with the greatest extension at the top. This can be seen in a
close-up view of successive rotating images of the electrostatic charges in three consecutive
positions (rotating 120° each; Fig. 4B). Accordingly, this charge distribution intuitively
implies the binding of the calcite 1onic crystal surface through a periodic amay of local
binding sites for ions of opposite charge. This assumption is reinforced by the fact that
solvent-exposed residues are conserved, as depicted in Figure 4B, mainly clustered at the top
part of the molecule. The highly degree of polarization coupled to a unique array of positive
charges on its surface strongly supports the idea that binding could be directed through the
interaction with carbonate jons. Interestingly, lithostathine has been implicated in the
inhibition of the growth and mucleation of calcium carbonate crystals (12, 26) and shows a
highly acidic polarized surface distribution (Fig. 5). In tum, these subtle differences in the
location of surface residues may explain the functional differences between OCI7 and

lithostathine despite the presence of a conserved C-type lectin domain scaffold.

Protein-Crystal interaction. A preliminary model

The mfluence of the purified OC17 upon calcite crystallization was also investigated in vitro
and some of the more representative calcite crystal structures formed in the presence of the
OC17 are shown in Figure 6. As expected, the common rhombohedral habit of calcite crystals
was observed n the absence of the protemn (F1g. 6A). However, in the presence of OC17 there
was a strong aggregation of calcite crystals in a concentration dependent manner, similar Lo
thal observed in the mammillary zone of the Gallus gallus cggshell (Fig. 6B). Indeed, the fact
that OC17 is found in the mammillary knob, could explain the aggregation of calcite crystals
in the presence of OC17 i vitro. Using AFM techniques, we showed the aggregation of the
prolein into nanospheres (Fig. 7) might promote the formation of nucleation centers that

would directly influence the aggregation of calcite crystals. This is a similar phenomenon to
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the model proposed for the amelogenin proteins involved in the biomineralization of dental
enamel (27, 28).

Due to the large extent of the surface of OC17 that is positively charged and the aggregates
that tend to form, it may be possible that large surfaces are exposes lo interactions with
carbonate 1ons or with specific crystal lattices of caleite. lence, we propose a preliminary
CaCO; protein-CaCO; interaction model, where nanospheres are responsible for the control
and nucleation of crystals. However, we cannot discard the influence of synerpistic
interactions and other macromolecular constituents, although this would have to be tested in
order lo fully understand t(he process of eggshell biomineralization and draw inferences

regarding the function of similar proteins in other biological systems.

Concluding Remarks

It is becoming very important to search for new strategies to understand the mechanisms and
the biomolecules that are involved in the crysiallization process of the egeshell [ormation.
The implications of this knowledge are important from the biomedical pomt of view as they
can be extended to processes as enbical as the formation of pancreatic and kidoey stongs, as
well as arterial calcification and cardiovascular disease. On the basis of the information that
we have so far gleaned, certain aspects of the mechanism invalved can be inferred We now
intend to focus our attention on characterizing those genes involved in regulating the
expression of OC17 and other proteins refated to (he biomineralization of calcite in cggshells,
With tss information, the existence of these gemes mm different avian species can be
determined, not only to understand their evolution but also, coupled to what we already

koow, 1o draw some correlation between structure, function and evolution.
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Protein Datn Bank accession numbers

The coordinates for the final mode! have been deposited in the Protein Data Bank under the
ID code 1GZ21.
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Figure Legends

Figure 1. Ribbon representation of OC17 showing the secondary structural elements. The
Gly64-Gly68 loop in green, belongs to a flexible zone where no electron density was
observed. The figure was prepared with PyMol (29)

Figure 2. (A) 2F,-F. electron density map of the Cys5—Cys16 disulphide bridge, contoured at
1.00, at a resolution of 1.5A. The figure was drawn with TURBO/FRODO (21). (B) Final
refined 2F,-F. electron density contoured at 1.00, around Ser61 at a resolution of 1.5A. The
red sphere represents a water molecule

Figure 3. Superimposition of the OC17 (red) and lithostathine (yellow) structures, as well as
the rat mannose binding protein (green), with the bound metal Ca** ian (blue sphere) in
RMBP shown. The figure was generated by PyMal (29).

Figure 4. Representation of the electrostatic surface charge of OC17 with positive charges
shown as blue and negative charge in red. (A) electrosiatic potential showing the highly
polarized surface (B} close-up view of the relative spatial onentation relative to the main
view in (A). The figure was prepared with GRASP (30) and Raster 3D (31).

Figure 5. Surface clectrostatic representation of lithostathine (12) showing the same relative
orientation as in Figure 4(A).

Figure 6. SEM 1images of calcite: (a) control, (h) with 200 pg of QCI7, (¢} 100 pg of OC17,
(d) 50 pg of OC17, and () 5 pg of OCI7.

Figure 7. Three-dimensional view of atomic force micrographs abtained in tapping mode in

air of OC17 adsarbed onto a mica surface. {a) 500 by 500 nm field (b) 250 by 250 nm field.
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Table 1. Daia collection and relinement slatistics

~ Data collection
Space Group P32
Unit cell parumeters (A) u=b= 5B 26, c=8246
Resolution limit (A) 15
Specific volume 238
Number of molecules in the asymmetric unit 1
Number of unigue reflections 26123
Completeness (%, last shell) 99 5 (98 5)
S 6.3
Crystallographic refincment
Resolunon range (A) T48-1.5
No. of reflections 26123
R, (%) 020
R (%) 0.218
No. of ron-H protein atoms 1046
No. of watcr molccules 153
r.m . Desviations from ideal values
Bond lengths (A) 0.005
Bond angles () 13
ihedral angles (%) 227
Improper angles (*) — 3

'Mﬁﬂh&r(hﬂﬂf Ll
® Resctor = Znt || Fo| = [Fell/ ExilFo| for all data except 10%, which was used for the Reee
calenlation
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Table 2. Alignment of the amino acid sequences of OC17, ansocalein (32), perlucin (13),
lithostathine (12) and rat mannose binding protein (RMBP). Conserved cysieine

residues in the long form of the CILD are shown in yellow. The six amino acids that

bind the main Ca™ fon in RMBP are shown in blue.

oc1? DPDGCGPGUV PTPGGCLGFF SRELSWSRAE SFCRRUGPGS HLAAVRSAAE
Ansocalcin ==NFCPKGVL DFRGSCYGYF GQELTVRKAE AVCEVIHAGC HLASLHSPEE
Perlucin ---GCPLGFE (NRRSCYUFS TIKSSFAEAA GYCRYLES-- HLAIISNKDE
Lithostathine ARISCPEGTN AYRSYCYYFN EDRETUVDAD LYCQNMNSG- NLVSVLTOAE
BMBPF 000 e ~SGRRFFVTN HERMPFSEVE ALCSELRG-- TVAIPRNAEE
oc1? LRLLAELLNA SRGGDGSGEG ADGRVVWIGLH RPAGSRSWRW SDGTAPRFAS
Ansocalein HAAVARFIAK FQRRE----- EEDNVVIGLH HUNQAR--VE IDGSKKRYSA
Perlucin DSFIRGYATR LG-------- EAFNYWLGAS DLNIEGRULW EGORREXYTN
Lithostathine GAFVASLIKE SGTDD----- --FNVMIGLH DPKKNRRUHU SSGSLVSYKS
RMBP NKAIQEVAKT SA-----omm ——eee FLGIT DEVTEGQFMY VTGGRLTYSN
oc17 VHR--TAKAR RGGRCAALRD EEAFTSWAAR PCTERNAFVC KAkA 142
Ansocalcin UD---DDELP RGKYCTVLEG SSGFHSWEDN ACSERNPFVC KYSA 132
Perlucin USPGQPDNAG GIEHCLELRR DLGNYLUNDY QCQRPSHFIC EKER 131
Lithostathine WUGIG-APSSV NPGYCVSLTS STGFOKWKDV PCEDKFSFVC KFEN 135
RMBP VKKDEPNDHG SGEDCVTIVD NG---LUWNDI SCQASHTAVC EFPA 115

45
49
37

100
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74
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Figure 4 (A)

Figure 4 (B)
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