+ Hdgase la luz !

Miquel Coll

La construccion de un sincrotrén en la comarca barcelonesa del Vallés
abre grandes expectativas para los bidlogos moleculares espaiioles.

i los plazos se cumplen, en el
afio 2009 tendremos electro-
nes circulando a una veloci-
dad cercana a la de la luz por
un anillo de 266 metros en lo
que serd la mayor instalacién cientifica
espafiola. Una extraordinaria mdquina, el
sincrotrén ALBA, se construird en la co-
marca del Vallés, cerca de Barcelona. Los
electrones acelerados por un estrecho td-

nel de alto vacio y desviados, cada cierta
distancia, por potentes electroimanes
emitirdn radiacién electromagnética de
altisima intensidad en un espectro muy
amplio de longitudes de onda, desde los
rayos gamma hasta la luz visible. Alrede-
dor del anillo se situardn, tangencial-
mente, las llamadas lineas de luz, que es
donde en realidad se hardn los experimen-
tos (figs. 1 y 2). Los sincrotrones son

Figura 1. Imagen interior del sincrotrén de Grenoble. Las lineas de luz

salen tangencialmente del anillo por el que circulan electrones a velo-
cidades cercanas a las de la luz

como pequefias estrellas y, aunque mds
de uno se sorprenda, lo cierto es que su
luz ha hecho posible algunos de los des-
cubrimientos clave de la biologia mo-
lecular. Sin ir més lejos, los datos para la
resolucién de las estructuras de los ca-
nales de Na* y K, que le valieron el pre-
mio Nobel de Quimica a Roderick
MacKinnon en el afio 2003, fueron to-
mados en diversos sincrotrones.

«Una de las propuestas
de aplicacion del
sincrotrén, impulsada
por una amplia comunidad
de biologos moleculares
estructurales,
es la de una linea
de cristalografia de
macromoléculas.»

El sincrotrén ALBA serd de tipo medio,
con una energfa de 3,0 GeV, suficiente
para la mayorfa de aplicaciones y compa-
rable a los nuevos sincrotrones de tercera
generacién que se estdn construyendo en
Francia, cerca de Parfs, y en el Reino
Unido, no lejos de Oxford. Por cierto,
los nombres de estas mdquinas también
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son comparables y tan evocadores como
el de la espafiola: el francés se llamard
SOLEIL y el britdnico DIAMOND. El
disefio del anillo ALBA ya ha concluido,
mientras que los estudios geoldgicos del
terreno arcilloso sobre el que se asentard
empezaron hace mds de un afio, inclu-
yendo la instalacién de marcadores con-
trolados por satélite para comprobar la
estabilidad del mismo. Estd previsto que
las escavadoras empiecen a trabajar des-
pués del verano.

La luz de sincrotrén se puede utilizar
para muchas cosas. Se entiende ficilmen-
te que una luz tan brillante, sintonizable
en un amplio abanico de longitudes de
onda que incluyen los rayos X, debe te-
ner multiples aplicaciones, en todo tipo
de disciplinas cientificas. Las mds im-
portantes son en las ciencias de mate-
riales y las ciencias de la vida. El presu-
puesto inicial del sincrotrén cubre la
construccion de las primeras cinco lineas
de luz y el afio pasado se abrié una con-
vocatoria de propuestas. Las diversas
propuestas, fruto de un afio de discu-
siones dentro de variadas comunidades
espafiolas de usuarios de sincrotrén, han
sido presentadas recientemente. Una de
las propuestas, impulsada por una am-
plia comunidad de biélogos moleculares
estructurales, es la de una linea de crista-
lografia de macromoléculas.

Figura 2. Una linea de cristalografia de proteinas en el sincrotrén de

Grenoble

P> Una linea de luz para la
biologfa estructural del futuro

Dentro de las ciencias de la vida (y posi-
blemente para todo el conjunto de disci-
plinas), la cristalograffa de proteinas o
macromoléculas es la aplicacién princi-
pal de un sincrotrén, por el nimero de

usuarios y por el ndmero e impacto de
las publicaciones resultantes. Tal como ha
ocurrido en otros pafses, el nimero de
grupos de cristalografia de proteinas no
ha hecho mds que crecer en Espafia. Aqui,
COmMO en tantas otras cosas, €mpezamos
un poco tarde, pero el crecimiento ha sido
exponencial (fig. 3). Hoy tenemos
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Figura 3. Crecimiento exponencial del nimero de grupos espafioles de cristalografia

de proteinas. (Figura elaborada por M. van Raaij.)
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Figura 4. Imagen de difraccion de rayos X del virus del resfriado
comun, tomada en el sincrotrén de Grenoble.

(Imagen cedida por Nuria Verdaguer.)

cristalégrafos de proteinas por todo el
pais: en Barcelona, en Bilbao, en Madrid,
en Granada, en Salamanca, en Santiago
y en Valencia, en un total de 14 institu-
tos o universidades. Un recuento del afio
pasado daba 26 grupos y éstos, a su vez,
colaboraban con 244 grupos de biologfa
molecular o bioquimica. Y es que ésta es
una de las caracteristicas de este tipo de
investigacion, su gran am-
plificacién. Lo normal es
que los cristalégrafos co-
laboren con otros grupos
que producen las protefnas
o realizan estudios funcio-
nales con ellas. Hoy pare-
ce dificil estudiar a fondo
cualquier sistema en el que
participen proteinas sin
acabar necesitando infor-
macién estructural sobre
el mismo.

Por otra parte, la secuen-

ciacién de multiples genomas ha abierto
la puerta al estudio de miles de produc-
tos génicos y ha dado lugar a nuevas dis-
ciplinas como la genémica (o proteémica,
segtin los gustos) estructural. Es parte de
la era posgenémica y consiste en la deter-
minacién masiva y rdpida de estructuras
de proteinas. La necesidad de una linea
en ALBA que dé salida a la avalancha que
se avecina parece obvia.

Pero hay mds: al final, para entender real-
mente como funcionan las proteinas y,
en definitiva cémo funciona la célula,
habrd que estudiar las interacciones en-

tre los diversos actores. Los complejos —
algunos puramente transitorios— o en-
samblados de protefnas y de éstas con
otras macromoléculas, como los 4dcidos
nucleicos, nos dardn la clave para com-
prender muchos procesos. La biologfa es-
tructural del futuro ird seguramente por
ah{. Las implicaciones técnicas de esta
visién no son nimias: una linea de luz

«Una linea de luz para difraccion
de macromoléculas para el futuro debe
ser capaz de tomar datos de difraccion
de rayos X de cristales de grandes

celdas unidad.»

para difraccién de macromoléculas para
el futuro debe ser capaz de tomar datos
de difraccién de rayos X de cristales de
grandes celdas unidad (fig. 4). Es decir,
si esperamos analizar grandes estructuras
de complejos, agregados, grandes protei-
nas multiméricas (figs. 5 y 6) y particu-
las, éstas van a dar cristales en los que la
unidad periédica o de repeticién (la cel-
da unidad) serd enorme. Sin entrar en
farragosos detalles técnicos, el haz de ra-
yos X adecuado para estas celdas unidad
gigantes debe ser muy brillante, muy fino
y tener muy poca divergencia. Esto es lo
que se propone.

Actualmente en Grenoble, en el sincro-
trén europeo ESRE, Espafa dispone de
una linea parcialmente dedicada a la
cristalograffa de protefnas. Esta linea,
BM16, por estar colocada en un bending
magnet (uno de los electroimanes que se
utilizan para cambiar la trayectoria de los
electrones en el anillo), es poco brillante
y no sirve para cristales de celdas gran-
des, ni tampoco para cristales de peque-
fio tamafio. Y es que este es otro de los
problemas que la nueva linea de protei-
nas en ALBA deberfa superar. En los la-
boratorios de cristalograffa se estd gene-
ralizando el uso de robots de cristalizacién
que preparan placas de 96 pozos con go-
tas de unos 100 nanolitros. La gran ven-
taja de estos instrumentos, aparte del aho-
rro de trabajo manual, es que reducen,
en un orden de magnitud, la cantidad de
proteina necesaria para realizar screenings
de cristalizacién. El susto maytsculo que
se llevaba el bidlogo molecular estindar
cuando su amigo el cristalégrafo estdndar
le decfa que su proyecto era muy intere-
sante, pero que necesitaba 10 o 20 mi-
ligramos de proteina pura para seguir ha-
blando del tema, tal vez sea cosa del
pasado. Pero no todo tenfan que ser ven-
tajas: los robots hacen gotas mds peque-
fias y las gotas pequefias dan cristales mds
pequefios. Y, por desgracia, los cristales
pequefios necesitan mds fotones por uni-
dad de superficie para
difractar decentemente. Es
una razén mds para que
la linea de proteinas en
ALBA sea muy brillante,
lo que conlleva que esté si-
tuada en uno de los tra-
mos rectos del anillo. En
estos tramos se insertan
unos dispositivos llamados
onduladores que confie-
ren una trayectoria sinu-
soide a los electrones, emi-
tiendo éstos una radiacién
intensisima.

- Una linea de luz para
la industria farmacéutica
y biotecnolégica

Si uno entra en el web del sincrotrén
europeo de Grenoble y mira la lista de
usuarios industriales verd que la mayoria
de ellos son industrias farmacéuticas
y biotecnoldgicas. Son usuarios de las li-
neas de cristalograffa de proteinas. En
efecto, para el desarrollo de nuevos fir-
macos la cristalograffa se ha convertido
en una herramienta imprescindible. La
visién, a alta resolucién, de la estructura
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tridimensional de las dianas terapéuticas
—las protefnas— complejadas con las mo-
léculas activas o ligandos proporciona una
informacidn extraordinaria para redisefiar
y optimizar estos dltimos.

DPero la cristalografia no sirve sélo para
optimizar lo ya existente, también es util
para encontrar nuevas moléculas que se
unan a las dianas terapéuticas. Una nue-
va estrategia, llamada fragment screening,
consiste en difundir dentro de los crista-
les de proteina, pequefios fragmentos o
trozos de posibles firmacos. La acelera-
cién de las técnicas de resolucién de es-
tructuras permite analizar muchos crista-
les y comprobar cémo y dénde se han
unido los fragmentos. Con la informacién
de varios de estos complejos proteina—
fragmento se puede disefiar un nuevo li-
gando que contenga, en una sola molécu-
la, los diversos grupos o fragmentos que
se han observado unidos a la diana.

La industria farmacéutica y biotecno-
l8gica espafiola ya estd utilizando cristalo-
graffa de protefnas. Que nosotros sepa-
mos, Almirall-Prodesfarma, Laboratorios
Esteve, Uriach, Biokity CrystaX Pharma-
ceuticals tienen proyectos en marcha en

Figura 5. La estructura de la proteina acopladora de membrana TrwB,
resuelta en el laboratorio de Miquel Coll, utilizando datos
de sincrotrén. Su peso molecular es de 300 kDa

este campo. La posibilidad de disponer
de un instrumento de alta tecnologia
préximo y de f4cil acceso conferird com-
petitividad a un sector industrial que cier-
tamente la necesita, dada la concentra-

Figura 6. Estructura de la capside del virus del resfriado comun,
determinada a partir de los datos tomados en el sincrotrén de
Grenoble. Aqui se muestra el complejo con un fragmento del receptor
de las liproproteinas de muy baja densidad (en rojo), que también
acttia como receptor de este virus.

(Imagen cedida por Nuria Verdaguer.)

cién mundial de grandes farmas y su pe-
netracién directa y creciente en el mer-
cado espafiol.

» Competir en igualdad
de condiciones

La pequefia estrella del Vallés ayudard a
nuestras empresas farmacéuticas y bio-
tecnoldgicas a pelear, en condiciones de
mayor igualdad, con sus homélogas
de otros paises, ya que Gran Bretafia,
Alemania, Francia, Suecia, Suiza e Italia
—por sélo citar paises europeos— dispo-
nen de sincrotrones propios, todos con
lineas de cristalografia de proteinas. El
mismo argumento vale para los bidlogos
moleculares espafioles que, si bien no tie-
nen que competir con sus colegas del otro
lado del ocedno o de los Pirineos por
patentes y mercados, s{ que deben com-
petir con ellos por ser los primeros en ver
—iy publicar!- las sorprendentes estruc-
turas tridimensionales de las moléculas de
la vida. Y para ver, hace falta luz. #

Miquel Coll

INsTITUTO DE B1OLOGIA MOLECULAR
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Para mds informacién:

Sincrotrén espafiol ALBA: www.cells.es
Asociacién de Usuarios de Sincrotrén
de Espafia: www.ause.uma.es
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