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1 INTRODUCCION

El grial de quienes estudian proteinas es la conexion entre estructura y funcién. Un error coman
durante el andlisis de estructuras es el interpretar los modelos (obtenidos ya sea por cristalografia de
rayos X o0 resonancia magnética nuclear, NMR) como estructuras estéticas en las que lo mas
relevante es localizar a los residuos cataliticos y a los involucrados en la union de ligandos.
Sabemos® que la funcién de las proteinas depende de procesos dinamicos?, como lo son la unién de
sustratos y cofactores, liberacién del producto y regulacién alostérica®. Por eso es cada vez mas
necesario incluir informacion dindmica cuando se reporta la estructura de una molécula e intenta, a
partir de ella, inferirse su funcion bioldgica.

En difraccion de rayos X, los valores de estructura, datos primarios de la difraccion, contienen la
informacion de cada uno de los puntos que resultan de irradiar con rayos X a un cristal que contiene
unas 10' moléculas de proteina®. Tras procesar esa informacion se obtiene una estructura que en
realidad es el promedio, en el tiempo, de una poblacién de moléculas, dentro del cristal®, con
conformaciones variables tanto en espacio (de celda unitaria a celda unitaria, ver Principios de
Cristalografia) como en tiempo (producto de las oscilaciones atdmicas). A priori uno pensaria que las
moléculas al encontrase en estado cristalino pierden su oscilacién, pero no es asi, incluso, podemos
asegurar que éstas se mantienen por al menos tres evidencias:

1. Los cristales de proteina se parecen mas a soluciones con alta concentracién de solutos? que
a un estado solido, pues contienen entre 30-80% de solvente®,

2. La existencia de cristales cataliticos®. En especial si asumimos que la dindmica es esencial
para la catalisis.

3. Los resultados de difracciones a diferentes temperaturas’, que muestran reduccion del
desplazamiento atbmico a bajas temperaturas.

Por ello suponemos que, aun en estado cristalino, las proteinas mantienen el patrén oscilatorio
caracteristico de su ‘estado celular’, eso si, con desplazamientos de menor magnitud y restringidos en
las regiones de contactos cristalinos; en ambos casos causados por la alta densidad del entorno. A
pesar de las evidencias anteriores, pocos son los trabajos en que se discute la posibilidad de extraer
la informacion oscilatoria a partir de los datos de difraccion de rayos X.

Nuestro grupo ha planteado la posibilidad de obtener informacién oscilatoria relacionada con la
actividad bioldgica de las moléculas a partir de los datos experimentales generados por difraccion de

rayos X® °. Consideramos que esa informacién ha sido ignorada; explicada como errores o ruido,

* Tanto por la teoria fisicoquimica de las interacciones atémicas para moléculas del tamafio de las proteinas (particularmente en solvente
como el agua) que predice movimientos u oscilaciones, como por datos experimentales.

* Entendemos un cristal como un como un conjunto de atomos ordenados con arreglo periédico en tres dimensiones.

2 Asemejandose mas al estado de gel. Por la presencia de tantos solutos en la célula podemos decir que el estado en que se encuentran
las moléculas de proteina no es tan distinto de su ‘estado celular'.



consecuencia de la alta cantidad de moléculas y de sub-estados conformacionales al interior del
cristal. Durante el procesamiento de los datos experimentales parte de esos errores es absorbida por
los llamados valores de temperatura (Valores de temperatura isotropicos y anisotropicos). Al
graficar dichos valores contra el numero de residuo es posible identificar las zonas de mayor
flexibilidad en la molécula; generalmente las mas apartadas del nucleo estructural. Esto es un indicio
de que es posible extraer al menos una parte de la informacién oscilatoria a partir de la informacién
experimental.

Una forma de extraer la informacion oscilatoria es a través de un afinamiento anisotrépico del
modelo atoémico derivado de la difraccién (Difraccidon de rayos X). Tras afinar anisotrépicamente
cada atomo de la molécula vy representarlos en el espacio tridimensional, se observan elipsoides
(con ejes mayores en alguna de las direcciones) que permiten identificar grupos de atomos o de
residuos de aminoacidos con desplazamientos comunes e independientes. El problema radica en
que ese tipo de afinamiento es posible s6lo a resoluciones mayores a 1.6 A, puesto que a
resoluciones menores la baja proporcion datos/pardmetros impide la obtencion de este tipo de
modelos. Para evitar ese aumento del error generalmente se realiza un afinamiento isotrépico que
requiere Unicamente cuatro parametros (3 de posicion y uno térmico) en lugar de los nueve que
requiere el anisotrépico (tres de posicion mas 6 térmicos). La diferencia en el nUmero de parametros
térmicos permite pasar de una representacion esférica de probabilidad de posicion atémica
(isotropica) a una de tipo elipsoidica (anisotropica) en la que los ejes del movimiento atomico
corresponden a los ejes de la elipsoide. Si bien es cierto que el acercamiento isotrépico es una
buena aproximacion implica una simplificacion del problema que impide analizar la direccionalidad
del movimiento. El problema se puede resolver por una aproximacion de tipo cuasi-anisotropica en la
gue en lugar de afinar atomos individuales, se afinan selecciones de grupos de atomos (del tamafio
deseado) de manera tal que reducimos considerablemente el nimero de parametros requeridos (los
mismos cuatro que en el enfoque isotrépico mas 6 parametros por cada grupo seleccionado).

Este trabajo se enfoca en la relacion entre patrones oscilatorios y cambios conformacionales
causados por la unién de ligandos, inferida del andlisis de los datos experimentales de difraccion de
rayos X (datos cristalograficos). Para demostrar esta relacion realizamos un analisis de estructuras
depositadas en el PDB* (Protein Data Bank) resueltas por difraccién de rayos X. Comenzamos con
una busqueda de depdsitos por palabras clave relacionadas con cambios de conformacién, seguida
por una seleccion de calidad de las estructuras bajo criterios cristalogréaficos estrictos. Para cada
molécula que pasé la criba buscamos las estructuras existentes en el PDB que escaparon de la
busqueda por palabra clave y tratamos de reconocer los cambios de conformaciéon mediante la
sobreposicién de cada una de ellas, enfatizando en las formas libres o nativa (libres de ligandos) y
con ligandos. A partir de la distribucién de valores de temperatura por residuo de aminoacidos

identificamos las regiones de mayor oscilacion. Una vez ubicadas en la gréfica bidimensional



regresamos a la representacion tridimensional, tratando de relacionar las zonas mas moviles con
posibles grupos pseudo-rigidos: grupos de residuos que oscilen de manera conjunta. Tras este
analisis seleccionamos bajo distintos criterios grupos pseudo-rigidos que fueron afinados por el
método de tensores TLS™ (Afinamiento por tensores TLS) en el programa Refmac'? buscando la
combinacion de ciclos de maxima similitud y tensores TLS que condujeran a la convergencia de los
estadisticos de prueba R, Ryee Y figura de mérito (FOM por sus siglas en inglés). Representamos
graficamente los elipsoides derivados de los afinamientos de los pseudo-rigidos con mejores
estadisticos de prueba. Sobre la representacion tridimensional distinguimos los patrones generales
de cada modelo y su posible relaciéon con el cambio de conformacién (por lo tanto con la funcién
biolégica).

Se presentan tres casos particulares: O-acetilserina sulfidrilasa, transportador SecA y UDP-N-
acetilglucosamina enolpiruvil transferasa, cuyos resultados apoyan la tesis, de trabajos previos
realizados en nuestro grupo, sobre la utilidad del afinamiento de tensores TLS para extraer
informacion dinamica de estructuras cristalogréaficas. Esto siempre y cuando se trabaje con

estructuras de buena calidad seleccionadas bajo criterios cristalograficos estrictos.

2 MARCO TEORICO

La biologia estructural es la rama de la biologia que busca comprender las bases moleculares de
la actividad biologica. Dentro de ella existen varias técnicas que abordan el tema desde diferentes
perspectivas. Entre las mas socorridas estan cristalografia de rayos X, resonancia magnética nuclear
(NMR), microscopia electrénica, dicroismo circular, fluorescencia y simulacién de dinamicas
moleculares. Este trabajo se enfoca en la cristalografia de proteinas, sobre la que a continuacién se

presenta una visién general.

PRINCIPIOS DE CRISTALOGRAFIA

Cristalografia significa descripcion de los cristales (del griego krystallos, agua solidificada por
enfriamiento y grafos, descripcién); es decir, analizar todo lo concerniente a la forma externa,
estructura interna y propiedades fisicas, quimicas y en algunos casos bioldgicas de los cristales. En
un principio comenzé como una rama descriptiva de la mineralogia que se convirti6 en una ciencia
aparte a mediados del siglo XIX, cuando el estado cristalino, extendido a moléculas distintas de los
minerales, se consider6 un estado comUn de la materia. En las Ultimas cuatro décadas la
cristalografia ha avanzado de una manera tan veloz que ahora es relativamente simple resolver una
estructura de proteina (si comparamos con los mas de 15 afios que tomé a Kendrew y Perutz
resolver la estructura de la mioglobina y hemoglobina respectivamente), en gran parte gracias al
desarrollo de herramientas computacionales, fuentes de radiacién y métodos de colecta de datos.



HISTORIA
Quiz& el antecedente mas antiguo sobre cristalografia se remonte al origen de la palabra en la

cultura helénica. Después de ello hay un vacio histérico que conduce al siglo XVII en el que Kepler,
Hooke y Huyghens realizaron independientemente observaciones sobre las propiedades épticas de
los cristales y de la relacién entre apariencia externa y ordenamiento interno de la materia®. En el
siglo XVIII sobresale el establecimiento de las primeras dos leyes de la cristalografia; la de los
angulos constantes por N. Steensen y la de los indices racionales por A. R. Hally. Ya en el XIX W. H.
Miller afina las ideas de Hally e incorpora a la cristalografia los métodos de la geometria analitica. En
1849 A. Bravais postul6é en La estructura reticular de los cristales el enunciado que se ha convertido
en la base de la cristalografia:

‘Dado un punto p en un cristal existen puntos discretos infinitos,

ilimitados en las tres direcciones del espacio, alrededor de los

cuales, el arreglo de la materia es igual que alrededor del punto p'.

Surge entonces la nocién de red cristalina tridimensional y las simetrias involucradas enumeradas y
clasificadas por Schénflies y Fedorov*.

Pero las bases de la cristalografia de rayos X comenzaron a establecerse a finales del siglo XIX
tras su descubrimiento y posterior descripcion (ambas realizadas por Rontgen) de algunas de sus
propiedades generales: produccion, propagacion en linea recta, penetrabilidad de la materia e
interaccion con placas fotograficas. Faltaba aun demostrar su naturaleza precisa (de particulas o
radiacién electromagnética) y si eran capaces de interferir, refractar, difractar o reflejar en aparatos
Opticos ordinarios. Adn sin conocer su naturaleza, una aproximacion teoérica considerando las
ecuaciones de Lorentz-Maxwell, sugeria la formacion de ondas electromagnéticas como
consecuencia directa del cambio en la velocidad de los electrones™. De ser asi, seria posible
reproducir experimentos Opticos comunes con rayos X en sustitucién de luz ordinaria. Uno de los
mas usados consistia en pasar un haz de luz ordinaria por una red o gradilla de difraccion; un
pedazo de vidrio cubierto por una serie de lineas finas o delgadas, paralelas y equidistantes
gravadas sobre su superficie, del que se obtiene un patrén de interferencia caracteristico. Pero ello
requeria condiciones especiales, desconocidas en ese entonces, debido a la corta longitud de onda
de los rayos X.

Varios afios después, en 1912, A. J. Sommerfeld logré cuantificar una longitud de onda, difractada

a través de una rendija o hendidura en forma de cufia de aproximadamente 0.1nm™. Con estos datos

¥ Ahora la mayoria de los difractémetros utilizan el cobre porque produce rayos de espectro de distribucion con picos bien definidos a 1.54
A= 0.154nm, producto de una transicién en la que el electron de la capa K es excitado a un nivel superior y emite un rayo X de dicha
longitud de onda conforme decae a la capa original.



y apoyado en un articulo publicado por Ewald (alumno de Sommerfeld) sobre la propagacién de
ondas electromagnéticas en un cristal, M. von Laue realizd6 el experimento clave que demostro
convincentemente la naturaleza de los rayos X y de paso marcO el despegue de la técnica de
difraccion. La pregunta de von Laue fue sencilla: ¢qué pasaria si la longitud de onda (A) de los rayos
fuera menor a la distancia de repeticion en el cristal?” Tomando como referencia las medidas de
Sommerfeld, observdé que deberia haber interferencia en la trayectoria de los rayos X cuando
entraran en contacto con el cristal. En el mismo afio de 1912 W. Friedrich y P. Kniping, junto con von
Laue, obtuvieron la primera fotografia o patron de difraccion de rayos X producto de irradiar un cristal
de sulfato de cobre penta hidratado (CuS0O,.5H,0): la famosa fotografia Beerstein (taza de piedra,
Figura 1)*. El espaciado regular entre los atomos del cristal causaba la misma interferencia que la
producida por las estrechas lineas del enrejado sobre la luz. Ello confirm6 la naturaleza

electromagnética de los rayos X y permitié determinar su longitud de onda con mayor precision.

Figura 1 Fotografia Beerstein. Difraccion del cristal de sulfato de cobre penta hidratado, tomada
por Kniping, Friedrich y von Laue.

El mismo afio de 1912 W. H. Bragg y su hijo W. L. Bragg propusieron su hipétesis sobre el origen
de los puntos en el patron de difraccion y establecieron lo que ahora conocemos como la ley de
Bragg. Al afio siguiente, los mismos Bragg, trabajaron las estructuras de NaCl, KCI, KBr y Kl a partir
de fotografias tomadas por von Laue. Es asi como comienza a determinarse la estructura de
moléculas por difraccion de rayos X.

Paralelo al desarrollo de la cristalografia se da el de la enzimologia. Por los afios en que Rontgen
trabajaba su teoria de difraccion E. Fisher (1894) mostrd que los catalizadores biologicos, a los que
llamé enzimas, tenian una alta especificidad por su sustrato. Tras esa observacion desarrollé el
modelo de llave-cerradura en el que una enzima (cerradura) unia a su sustrato (llave) por
complementariedad geométrica'’. Los bioquimicos trataron de resolver el problema de forma y
estructura por métodos que aproximaban el tamafio y forma general de las moléculas. Pero una
mayor comprension de la actividad enzimatica no seria alcanzada sin ‘fotografias’ de las proteinas a
resoluciéon atémica; imposibles de lograr por métodos directos de imagen como microscopia

electrénica o biofisicos indirectos como sedimentacion.

3 La distancia tipica entre los atomosde un sélido es de 0.1-0.5 nm, igual a 1-5 x 10°%cm, en ese entonces se media a partir de la densidad
del cristal y su peso molecular.
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Los primeros intentos de andlisis estructural de proteinas comienzan en la década de 1920,
cuando ni siquiera se conocia la naturaleza proteica de las enzimas. Para ello fue indispensable el
desarrollo de la teoria de cristalizacion y la obtencién de los primeros cristales de proteina (ureasa),
por J. Summer en 1926 (algunos dicen que la hemoglobina se cristalizé6 hace méas de 150 afios®®).
Las impurezas de sus preparaciones hicieron dudar a la comunidad cientifica sobre la composicion
guimica real y fue hasta 1936 cuando J. Nortrop y M. Kunitz demostraron la composicion proteica de
cristales de pepsina, tripsina y quimiotripsina a través de correlaciones directas entre cantidad de
proteina y actividad enzimética cuando se aceptd formalmente la composiciébn quimica como de
bloques unidos de aminoacidos. Asi, se aclaraba su naturaleza y composicién, ademas de su
responsabilidad en el incremento selectivo de la taza de reaccion observado al aumentar la cantidad
de enzima en los sistemas bioquimicos.

A pesar del rapido desarrollo, no es hasta la década de los 1930s que podemos considerar el
inicio formal de la cristalografia de proteinas. Los primeros intentos de difractar cristales de proteina
resultaron en patrones complejos producidos por la mala calidad de los mismos. Bernal y Hodgkin,
en 1934, difractaron cristales en su liquido madre (la solucién en la que crecieron) y descubrieron
una mejora considerable de los patrones de difraccion®. En la década de los 40, M. Perutz,
estudiante de Bragg, y J. Kendrew fueron de los primeros en entender la importancia de conocer
estructuras proteicas y se embarcaron en la tarea de resolver la estructura de las proteinas mejor
descritas en la actualidad; hemoglobina y mioglobina, respectivamente®. Por las complicaciones
(sobre todo las de cuantificar las intensidades y resolver el problema de las fases manualmente) de
extrapolar una técnica desarrollada para moléculas pequefias el trabajo se postergdé hasta 1957,
cuando fueron publicadas las dos estructuras; primero la de mioglobina? y tiempo después la de
hemoglobina®. La resolucién de estructuras cristalinas acabd con la larga discusién de si las
proteinas tenian una estructura estable o eran mas bien geles. Tras las primeras publicaciones
comenzd a estudiarse la dinamica molecular, en particular la de unién del oxigeno a ambas
moléculas transportadoras.

Las mejoras en las técnicas cristalograficas alcanzaron, en la década de los 1970'’s, un punto en el
gue la necesidad de fuentes de rayos X mas poderosas y de energia controlable se hizo cada vez
mayor. Las fuentes se hicieron disponibles en la forma de sincrotrones (anillos de almacenamiento de
electrones) de los que se pudo derivar rayos mas intensos y con longitud de onda variable, aunque su
aplicacion a la cristalografia de proteinas comenzé hasta los 80's. Las lineas de los sincrotrones son
las instalaciones en las que cristaldgrafos y otros investigadores acceden a las fuentes de alta
intensidad que necesitan para su investigacion. Con el paso del tiempo ha aumentado el nimero de
lineas dedicadas a experimentos de cristalografia hasta llegar alrededor de las 50: 20 en los 5
sincrotrones de Estados Unidos y cerca de treinta en paises como Brasil, Alemania, Francia, Gran

Bretafia, Japon, Tailandia y Corea del Sur®. A la par del desarrollo de fuentes mas poderosas de
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energia fue necesario el de técnicas de proteccion para evitar el decaimiento de los cristales. Desde
muchos afos atras los cristalégrafos habian sido conscientes de la conveniencia de colectar datos a
temperaturas muy bajas, pues, te6ricamente, la baja temperatura reduciria las oscilaciones
aumentando el orden del cristal y mejorando la difraccion. La cristalografia a bajas temperaturas se
denomina criocristalografia y las sustancias utilizadas (en que se bafan los cristales) para prevenir la
formacion de hielo se llaman criopreservador, entre los mas utilizados estan el glicerol, azucares
como glucosa y polimeros como el polietilenglicol”®. El desarrollo de los sincrotrones y las
metodologias de crioproteccion ha permitido incrementar el nimero de estructuras resueltas a
resolucion atémica (= 1.2 A) que permiten describir con mayor detalle los modelos estructurales.

Como consecuencia del crecimiento exponencial de estructuras moleculares resueltas surge el
Banco de Datos de Proteinas (PDB) que en la actualidad® cuenta con 30,857 estructuras totales,
26,314 (85%) resueltas por difraccion de rayos X y el 15% restante por resonancia magnética nuclear
(NMR)?.

DIFRACCION DE RAYOS X

Bajo condiciones especificas una gran variedad de moléculas (incluidas las proteinas) se
solidifican para formar cristales, estructuras tridimensionales ordenadas mantenidas por uniones no
covalentes. En cristalografia lo que se obtiene de los cristales irradiados es una representacion de la
densidad electrénica molecular en la celda unitaria promedio. Con esta imagen se intenta encontrar
en el espacio tridimensional cada &tomo de la molécula, descrito por las coordenadas cartesianas X,
yyz

El proceso para la solucidon de una estructura o0 modelo a partir de rayos X se puede dividir en
nueve subprocesos: cristalizacion, colecta de datos, procesamiento y determinacién de simetrias,
célculo de fases, interpretacion de la densidad electrénica (generaciéon y afinamiento de un modelo) y
aungue no es parte de la determinacion estructural el andlisis de la relacion estructura-funcion es,
quiza, la parte mas importante.

La cristalizacién es, para muchos, el cuello de botella en el proceso de resolver una estructura
cristalografica. Se logra explorando el espacio, o intervalo de concentraciones proteina—precipitante,
que hay entre solubilidad y precipitacion. Para ello se forman gotas constituidas por las soluciones en
gue se encuentra la proteina y la precipitante a diferentes concentraciones. Luego deben optimizarse
las condiciones en que aparezcan estructuras cristalinas para obtener cristales de buena calidad. El
tamafio minimo que debe tener un cristal para difractar es de 50 um en su longitud mas corta. La
calidad del cristal es importante, veremos mas adelante, para el nUmero de observaciones y la

relacion datos/parametros.

* hasta el 10 de mayo del 2005.
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Durante la colecta de datos (medicion de las difracciones u obtencion del patron de difraccién) lo
mas importante es la estrategia para obtener la mayor cantidad posible de observaciones
(difracciones) que permitan determinar la estructura. Este depende directamente del grupo espacial o
simetria del cristal, la cual se calcula durante las primeras difracciones. También se debe cuidar que
el sistema de enfriamiento y la humedad del ambiente no provoquen la formacion de hielo alrededor
del cristal, asi como el decaimiento de la capacidad de difraccion del mismo durante la medicion.

Después de la colecta de datos hay que procesarlos y confirmar la simetria del cristal. Durante el
procesamiento se obtienen y ordenan los indices h,k,l e intensidades de cada difraccién en el patréon
(Patrén de difraccion y Factores de estructura). Grosso modo, la simetria se obtiene al analizar la
posicién de las reflexiones y a partir de ellas deducir el arreglo (red) en que se encuentran. La
posterior busqueda de ausencias sistematicas permite afinar la seleccion del grupo espacial al
comparar los datos experimentales con las ausencias sistematicas ' que se conocen (han sido
calculadas) para cada simetria.

El calculo de fases®, es uno de los problemas centrales en la solucién de estructuras moleculares
por rayos X. Se pueden obtener por diferentes métodos, pero los mas utilizados son derivados de
atomos pesados y reemplazo molecular. EI método de derivados de atomos pesados consiste en
comparar el patron de difraccién de cristales nativos con los de cristales a los que se agrega sales
metalicas por difusion, con la finalidad de encontrar la posicion de los &tomos pesados y a partir de
ellas aproximar las fases. En el caso del reemplazo molecular se utiliza una estructura homologa que
se rota y traslada para determinar la orientacion relativa de los ejes moleculares y su posicion en el
espacio con respecto a los elementos de simetria cristalograficos. Conociendo la orientacion y
posicién es posible determinar un juego de fases iniciales a partir de las que se calcula un mapa de
densidad electrénica’®. El modelo se va ajustando (afinando) sobre el mapa iterativamente hasta
obtener al que mejor explica el patrén de difraccion.

La interpretacion de la densidad electrdnica incluye la generacién y afinamiento de un modelo a
partir de las difracciones. Por afinamiento entendemos el método en el que un modelo es modificado
para reducir la discrepancia entre los datos experimentales y el modelo®’, respetando siempre las
restricciones geométricas de los enlaces peptidicos. En un visualizador grafico se despliegan el
mapa de densidad calculado y el modelo. Posteriormente se mueven los residuos hasta que el
mayor nimero de atomos esté dentro de densidad, enfatizando en los atomos de cadena principal y
de mayor numero de electrones (S, Ny O).

El objetivo de obtener una estructura macromolecular es el encontrar las bases moleculares que
la relacionan con su funcién. En general se localizan sitio activo, aminoacidos cataliticos y en caso

de presentarse, el sitio de unién de otros ligandos (como cofactores). Para su ubicacion lo méas

MLos puntos que no encontraremos en un patrén de difraccion de un cristal con simetria x.
Retraso de algunos componentes del haz inicial, completamente en fase, causados por la interaccion con los atomos del cristal.
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comun es determinar estructuras en diferentes estados; por ejemplo, con y sin ligandos (sustratos,
anélogos a sustratos y cofactores). Las variantes mostrardn con mas detalle la participacion de los
residuos de aminoéacidos en la union de ligandos, los cambios de conformacién localizados en

regiones especificas de la molécula y las interacciones atomicas importantes para la actividad.

SIMETRIA

La simetria es uno de los temas esenciales para entender la teoria que hay detrds de la
cristalografia y un paso clave en la determinacién de una estructura obtenida por difraccion de rayos
X.

Antes de abordar la simetria hay que explicar dos conceptos basicos. La celda unitaria es la
unidad cristalina basica; un parelepipedo definido por tres longitudes (a, b y ¢) y el mismo nimero de
angulos (a, By y) que reproduce el volumen total del cristal al trasladarla en las tres dimensiones. La
red cristalina (lattice) es el arreglo de puntos sobre los vértices, caras o centro de la celda unitaria,
tales que alrededor de cada uno se encuentre el mismo ambiente y orientacion que el que rodea a
los demas. Dentro de la celda unitaria el minimo agregado de moléculas que puede yuxtaponerse en
otras entidades por operaciones de simetria es la unidad asimétrica. En el mas simple de los casos
la unidad asimétrica es una sola molécula de proteina.

Existen 230 grupos espaciales que describen la simetria de la celda unitaria. Se representan por
una letra mayuscula (el tipo de red) seguida de tres numeros (con subindice) que indican los
operadores de simetria ejecutables que reconstruyen el cristal®®. Las operaciones simétricas mas
simples son: rotacion, traslacion y reflexion. Cuando se combinan dan origen a otras mas complejas
como son centros de simetria, ejes de rototraslacion y planos de deslizamiento. Debido a que las
proteinas son moléculas formadas mayoritariamente por un solo tipo de isémero 6ptico”, ni los
planos de espejo ni otro tipo de simetrias que las contengan pueden presentarse en cristales
proteicos. Los Unicos posibles son rotaciones, translaciones y rototranslaciones. Las limitantes
simétricas presentes en proteinas reducen el nimero de grupos espaciales posibles a 65%°. La
descripcion amplia de los 230 grupos, agrupados en 32 clases, 7 sistemas cristalinos y 14 redes

cristalinas de Bravais se encuentra en las Tablas Internacionales para Cristalografia de Rayos X*°.

PATRON DE DIFRACCION Y FACTORES DE ESTRUCTURA

Para facilitar la comprension de la primera parte del proceso de colecta de datos es comun utilizar
la analogia, permitida por la naturaleza electromagnética de los rayos X, con una obtenida por
reflexion de luz visible, por ejemplo la de un microscopio. En un microscopio se ilumina el objeto con

un rayo de luz. La radiacién que impacta el objeto es dispersada, absorbida y reflejada, esta ultima

¢ Compuestas so6lo por estereoisémeros L.
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es colectada por el lente objetivo y recombinado para formar la imagen de la muestra. En
cristalografia el cristal es irradiado por un haz de rayos X (paralelos) que también se absorbe y
difracta al contactar los atomos al interior del cristal. La diferencia radica en la falta de una lente para
colectar y recombinar los rayos difractados que, en este caso, son recibidos en un detector
(anteriormente papel fotografico) sensible a la radiacion X. La carencia de lente se debe a que no
hay sustancias capaces de enfocar rayos X. La teoria de difraccion de la luz esta tan desarrollada
gue es posible recombinar los rayos difractados de manera analitica con la ayuda de una
computadora. Para ello hay dos problemas por resolver: cuantificar las intensidades y obtener las
fases. El primero se resuelve experimentalmente con detectores sensibles capaces de cuantificar la
intensidad para cada punto del patréon de difraccion. Experimentalmente se pierde la informacién de
las fases; sin las cuales es imposible determinar estructuras

Las teorias desarrolladas principalmente por Bragg y von Laue se basan en el hecho de que los
electrones dispersan o difractan los rayos X. Los rayos difractados se suman (interferencia
constructiva) bajo condiciones particulares del interior cristalino formando los puntos del patron de
difraccion. El problema se facilita si visualizamos los a&tomos del cristal como planos, tal como lo hizo
Bragg. Los planos se designan por tres indices hkl (de Miller) que identifican un conjunto de planos
paralelos. Entonces cada punto o reflexién del patrén se caracteriza por tres indices enteros h,k,l
mas una intensidad I(h,k,l). Los indices especifican el nUmero de planos por celda unitaria en el
inverso de las tres direcciones del espacio tridimensional: h, en la direccidn x; k, en la direccién y y |,
en z, mientras que la intensidad proporciona la amplitud de onda®.

La suma de ondas o interferencia constructiva ocurrird entre rayos dispersados por planos
paralelos de indice h,k,l, en la estructura interna del cristal, si y solo si los rayos X de longitud de

onda A inciden y reflejan sobre los planos a un angulo 6 que cumple la condicion (ley de Bragg)®:

2dhg S€NG = nA

es decir, si los rayos estan desfasados en un entero (n) de A. Si el desfasamiento es distinto a un
entero de A entonces la interferencia serd destructiva y el rayo se cancelara en ese angulo particular.

Esta ley predice la posicidn en el espacio de cualquier rayo difractado. Es clave notar que mientras
menor sea la separacion de los planos (representada por d) mayor sera el angulo de difraccion; el
angulo 6 es proporcional a 1/d.

Al contacto con la materia los rayos X tienen tres formas de interaccion®: el efecto fotoeléctrico y
dos tipos de difraccion, coherente e incoherente. El efecto fotoeléctrico consiste en la absorcién de
fotones que provoca el desprendimiento de electrones del orbital mas externo del &tomo. El retorno
al estado basal es acompafiado de la emision de un foton con longitud de onda caracteristica del

atomo, emision absorbida que no contribuye al patrén de difraccion. La difraccion coherente o clasica
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(de Thomson) es consecuencia de la incidencia de la radiacion sobre electrones libres. La influencia
del campo electromagnético fluctuante de la onda incidente induce al electrén a oscilaciones de la
misma frecuencia. La carga oscilante produce un rayo secundario con la misma A pero desfasado
180°. Se llama coherente porque todos los rayos dispersados de un electron tienen la misma relacion
de fase respecto del rayo incidente®*. La incoherente (de Compton), consiste en el desprendimiento
de un electrén de su atomo, causada por el foton incidente, que produce un foton difractado de
menor energia®. La interaccion dominante, al menos en el intervalo de energias utilizadas en
cristalografia, es el efecto fotoeléctrico, pues involucra mas del 80% del total de interacciones.
Consecuentemente la mayor parte de los rayos X que interaccionan con el cristal' depositan en él su
energia, produciendo dafio por radiacién o decaimiento del cristal, una de las principales limitantes
en los experimentos de difraccion.

En un atomo los electrones estan enlazados en estados energéticos bien definidos y ocupan un
volumen finito. Si queremos medir la dispersion causada por un a&tomo primero debemos considerar
la distribucién espacial de los electrones. El factor atébmico de dispersion calcula la onda total
dispersada por un atomo mediante la suma de las contribuciones individuales sobre el volumen

atomico, representada por la ecuacion:

F(S)=[vo. p(Nexp(2mir-S)dv ,
atomico

en donde p(r) es la densidad electronica y 2mr-S la fase (con S como la diferencia del vector que
representa la radiacién incidente, s,, menos el que representa la dispersada, s, S=s,-s). Cuando
extendemos este concepto a un cristal la expresién que se obtiene es la ecuacion de factor de

estructura (demostrada matematicamente):

n
Fra= 2 fiexp 2mi (hx; + ky; + 1))
=L

El factor de estructura es una serie de Fourier’ que describe a la reflexion hkl, en la que cada
término es la contribucién de un atomo tratado como una esfera de densidad electronica. Asi la
contribucién de cada atomo j a Fnq depende del elemento que es, lo que determina f;, la amplitud de
la contribucion y de su posicion (x;, y;, z) en la celda unitaria que establece la fase de su

contribucién.

' Menos del 5% del total irradiado.
% Una transformada de Fourier describe a una onda compleja como la suma de ondas simples.

16



V/ALORES DE TEMPERATURA ISOTROPICOS Y ANISOTROPICOS (FACTOR DEBYE-WALLER)

En su libro sobre cristalografia, Rhodes*® escribio: © Seemingly simple processes like the binding of
small ligands to proteins often involve conformational changes to states not revealed by
crystallographic analysis’®. Refiriéndose a que los modelos cristalograficos muestran estructuras
estaticas que representan una conformacién estable de una molécula dindmica. La tesis principal de
este trabajo es mostrar que los modelos cristalograficos contienen informacién sobre la direccién de
los movimientos (u oscilaciones) generales que ocurren en la proteina y que estan directamente
relacionados con los cambios de conformacién estabilizados por la unién de ligandos. Para ello
necesitamos obtener valores de temperatura anisotrépicos (direccionados), que representan mejor la
incertidumbre en la ubicacion de los &tomos.

Existen dos principios fisicos para la incertidumbre posicional de los atomos durante la difraccion.
El primero es el movimiento térmico u oscilatorio que se refiere al desplazamiento o vibracion de un
atomo (de sus electrones) alrededor de su posicion de descanso o mayor probabilidad. El otro es el
desorden cristalino, es decir, los atomos o grupos de atomos equivalentes que no ocupan una
posicion idéntica en cada celda unitaria, unidad asimétrica o, incluso, en los distintos monémeros de
la unidad asimétrica. El factor de temperatura B; calculado durante el afinamiento refleja la presencia
de ambos elementos fisicos de incertidumbre en el atomo j dificultando el distinguir uno del otro.

Si B;j fuera puramente una medida de movimiento oscilatorio isotropico (isos, igual; tropos,
movimiento o desplazamiento), el caso mas simple de movimiento arménico®’ con igual magnitud en

todas las direcciones, el valor de Bj dependeria de la magnitud en la siguiente forma:

Bi=8m” {u’} = 79 {u%} *,

En donde el término {uz,-} es el desplazamiento medio cuadrado de la posicién promedio del atomo
j. Un factor B= 79 A? implica oscilaciones de 1 A sobre la posicion promedio. Los valores
considerados en las regiones menos mdviles corresponden a oscilaciones de 0.25-0.5 A? (Bs de
entre 5-20 A?). Sin embargo los valores térmicos obtenidos durante el procesamiento de datos
experimentales son muy altos, tanto que es dificil explicarlos como pura vibracion atémica por lo que
deben también reflejar desorden®”.

Debido al tamafio finito de la nube electronica alrededor del nacleo, el poder de dispersion de un
atomo disminuye conforme aumenta el angulo de dispersion. Este decaimiento contiene informacion

valiosa que puede cuantificarse si se afiade un término angulo-dependiente a las contribuciones

© Procesos relativamente simples como la unién de pequefios ligandos involucran cambios de conformacion a estados no revelados por el
andlisis cristalografico.

" El movimiento armonic simple es un movimiento periddico de vaivén, en el que un cuerpo oscila de un lado a otro de su posicion de
equilibrio, en direccion determinada, y en intervalos iguales de tiempo.

* Algunos autores lo definen como B= 8/3m° <u;’>.
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atomicas individuales de dispersiéon f que al sumarse dan las intensidades calculadas F2.ae. La

correccion tiene la siguiente forma:

f= f, exp (-2° <u®> h'h) = f, exp [-8T% <u®> (sen’6/A?Y)] ,

donde <u®> es la amplitud media cuadrada de la vibracién del atomo, h un vector del red cristalina
reciproca, 8 el angulo de dispersién y A la longitud de onda.

Al promediar en el tiempo la nube de electrones, esta es considerablemente mayor en un atomo
gue vibra que en uno en reposo. Debido a que el pardmetro u es dependiente de la temperatura se le
denomina parametro térmico o factor de temperatura. Sin embargo, no depende sélo de la
temperatura sino que es consecuencia de la variacion estocastica de la posicién promedio del centro
atémico de una celda unitaria a otra, dependiendo su magnitud de los contactos cristalinos, la regién
de la proteina (interna o externa) en que se encuentra y de las interacciones con atomos
circundantes. Por ello también se le denomina parametro o factor de desplazamiento.

El parametro B describe una nube electrénica uniforme dispersa en todas las direcciones por lo
tanto u es isotropico. Sabemos que los modos oscilatorios de los atomos enlazados (todos los de la
proteina) no son de este tipo, aun asi, el B isotrpico es una buena aproximacién al comportamiento
de oscilacion de los atomos reales de una proteina en una red cristalina; describe adecuadamente el
modelo obtenido a partir de las reflexiones.

Un modelo mejor requeriria relajar la insensibilidad de dispersion hacia una direccion sin perder la
simplicidad computacional. Para eso se puede expandir u a un tensor simétrico U expresado en una
matriz de 3x3°%:

Ull U12 U13
U= U21 U22 U23
USl U32 U33

De esta forma el término se vuelve anisotrépico:
f= f, exp (-2° <u®> h'Uh)

Los seis componentes independientes del tensor U’ (en negritas) son los parametros del atomo

gue describen su distribucién probabilistica de densidad electrénica en una Gaussiana

tridimensional; un elipsoide cuyo centro es el punto de mayor probabilidad (Figura 2).
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Figura 2 Representacion de parametros atdmicos isotropicos y anisotropicos. Emin ¥ Emax
representan, respectivamente, los valores de los ejes mas corto y mas largo del elipsoide. Un
valor Enmin/Emax=1.0 equivale a una esfera (isotrépico), mientras que valores distintos de 1.0
muestran diferentes grados de anisotropia.

Eml’n/Eméx

CRITERIOS DE VALIDACION.

La resolucién limitada y la informacién inexacta de las fases con las que lidian los cristal6grafos de
macromoléculas hacen que la construccion y afinamiento de un modelo basado en difraccion de rayos
X no sea una tarea sencilla®. Es decir, los errores en el proceso son casi inevitables y es tarea del
cristalografo reducirlos lo mas posible antes del andlisis, publicacion y depdésito de la estructura. Esos
errores repercuten o son absorbidos por los valores de temperatura, tanto, que aumentos drasticos en
los valores B son medidas indirectas del decaimiento cristalino.

Aungue no es un criterio estadistico de validacion, la resolucion de una estructura es el primer dato
gue se revisa pues nos indica el nivel de detalle del modelo. Conceptualmente la resolucion de una
imagen es la distancia minima distinguible entre dos puntos. En cristalografia esta relacionada con la
distancia entre los planos h,k,l; retomando la Ley de Bragg:

si 2dpgsen®@=nA => dng=nA2senb |,
la resolucion maxima es la distancia menor entre planos dng, contenida en el patrén de difraccion,
gue a su vez es inversamente proporcional al angulo de incidencia. Por lo tanto los puntos bien
definidos que se encuentren mas alejados del centro del patrén de difraccion seran los que
contengan informacién mas detallada y determinen el limite de resolucién. La resolucion depende,
entre otras cosas, de la calidad del cristal, la fuente de radiaciéon y las oscilaciones atémicas (Figura

5).
A)

Figura 3 Resolucién en mapas de densidad electrénica. A) Densidad electrénica de una
fenilalanina a resoluciones 3A, 2 Ay 1.2 A. B) Mejora en la definicion dependiente de la
temperatura. A 293°K se observa menor definicion causada por las oscilaciones atémicas.
*Mapas como minimo a 1a.
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Entre los criterios matematicos o estadisticos de validacion de una estructura resuelta por
difraccion de rayos X, sobresale el valor R. Durante la busqueda de localizacion espacial de los
atomos de la molécula, el criterio de evaluacién que se utiliza es la correspondencia entre las
amplitudes esperadas (tedéricas) de los factores de estructura calculados del modelo y las amplitudes
contenidas en los datos experimentales (el patrén de difraccion). La correspondencia entre los datos
tedricos y los experimentales es lo que se conoce como valor R, también llamado indice residual; un
criterio de la mejoria de fases, o bien, de la correlacion entre el modelo y los datos experimentales
durante el proceso de afinamiento de la estructura. El valor R es la sumatoria de la diferencia entre
las amplitudes observada y calculada de los factores de estructura, dividida por la sumatoria de la
amplitud observada, para cada una de las reflexiones:

R= ZpkillFobs (N.K.1) — Feac (h.k.D|
zh,k,I“:obs: (h,k,l)l

Entonces un valor bajo de R indica una alta congruencia entre el modelo y la molécula del cristal,

mientras que un valor alto de R significa baja correspondencia entre el modelo y los datos
experimentales; el modelo no ejemplifica lo que hay en el cristal. El valor R cuantifica lo prededecible
del modelo actual sobre los datos experimentales. El valor ideal de R (R=0), es imposible de obtener
por razones experimentales que ya han sido explicados (desorden y oscilaciones principalmente). Se
consideran como indicadores de buena correspondencia valores de R < 20-25%. Como estimados
iniciales de fases se aceptan valores de 40-30%. Un valor de 60% equivale a comparar un modelo
con un conjunto de factores de estructura al azar, lo que en otras areas se denomina la zona de
incertidumbre.

Otro criterio de evaluacion es el indice de residuales libre 0 valor Rye'’, asi llamado porque es
independiente de R. Este es un estadistico mas exigente y revelador de la calidad del modelo que se
calcula con un conjunto reducido (generalmente de 5-10%) de reflexiones apartadas desde el inicio
del célculo de R:

Riree= ZnkieT||Fobs (N.K.1) = Feaic (h,K,D]|
T Zhil eT [Fobs (NK 1] ,

Donde ¢ T significa que pertenece al conjunto de los factores de evaluacion omitidos del proceso
de modelamiento. Este estadistico evalla, en cada etapa del afinamiento, la capacidad de prediccion
del modelo sobre un subconjunto de intensidades cuantificadas que no se incluyen en el afinamiento.
También se ha utilizado para detectar errores en las fases, optimizar procesos de afinamiento,
prevenir sobreajuste de estructuras y modificar mapas de densidad**. Aunque en sus origenes no se
depositaba en el PDB, en 1995 el 33% de las estructuras cristalograficas lo reportaron contra el 92%
en el afio 2000**, se ha impuesto porque muchos cristalégrafos lo consideran un buen criterio sobre la
calidad del modelo, la convergencia de los procesos y sobre todo como indicador de sobreafinamiento

de las estructuras.
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La figura de mérito (FOM) es una funcion que mide la concordancia entre los datos y el modelo a
ajustar para parametros particulares escogidos. En cristalografia se realiza sobre las fases y se
obtiene por:

FOM= ((cos @) 2 + (sin ¢)?) 2.,
en donde ¢ simboliza las fases'* *2.

Ademas de los criterios mencionados anteriormente existen otros indicadores de convergencia del
modelo como son las desviaciones medias cuadradas (root mean square deviations, r.m.s.d.) de los
valores estandares calculados y permitidos para longitudes y angulos de enlace. Estos valores indican
si el modelo es quimica, estereoquimica (compuesto soOlo por estereocisbmeros L) vy
conformacionalmente (enlaces peptidicos planos, con angulos ® y W dentro de rangos permitidos)
valido, es decir, si cumple con las restricciones fisico-quimicas impuestas. En el caso particular de los
angulos ® y ¥, se utilizan los diagramas de Ramachandran para distinguir residuos cuyos angulos de
torsion se encuentran fuera de los permitidos y por tanto muestran posibles errores durante el
afinamiento®.

Es importante resaltar que todos los criterios de validacién deben ir mejorando durante el proceso
de afinamiento hasta alcanzar la convergencia, de no ser asi indicaria un sobreafinamiento” o

errores en la construccién del modelo.

AFINAMIENTO POR TENSORES TLS

Antes de pasar al afinamiento por tensores TLS creo apropiado explicar, aunque sea
superficialmente, lo que es un tensor. Un tensor de rango enésimo en el espacio de m dimensiones
es un objeto matematico que tiene n indices y m" componentes y obedece ciertas reglas de
transformacion®. Son generalizaciones de escalares (que no tienen indices), vectores (que tienen un
solo indice) y matrices (de dos indices), a un nimero arbitrario de indices. Se utilizan para resolver
problemas en areas de la fisica como elasticidad, mecéanica de fluidos y relatividad general.

El parametro total de desplazamiento atémico (U) se compone de la suma de cuatro

contribuciones separadas en general anisotropicas®:

U= Ugista + UtLs + Uintema T Ustomo

El término U.isar representa la anisotropia global del cristal y es s6lo un pardmetro de
desplazamiento anisotrépico aplicado a todo el contenido de la celda unitaria. EI que mas nos
interesa es Ur.s, que representa translaciones y libraciones® de cuerpos pseudo-rigidos al interior

de la unidad asimétrica. La tercera contribucion, Uinema, incluye varios tipos de movimientos

¥ En particular cuando la diferencia entre los valores de R y Rqe. aumenta durante el proceso de afinamiento.
9 Movimientos oscilatorios que un cuerpo, ligeramente perturbado del equilibrio, efectiia hasta recuperarlo poco a poco.
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colectivos intramoleculares tales como libraciébn sobre &ngulos de torsion particulares o modos
normales internos de una molécula. Por Gltimo Usome CONsidera desplazamientos locales de atomos
individuales.

1, anélisis de modos normales*’ y

Por evidencia de varias fuentes: afinamiento estructura
dindmica molecular*®, podemos afirmar que los desplazamientos medios cuadrados de grupos de
atomos seleccionados en estructuras macromoleculares es representable en términos de
desplazamientos grupales. Bajo la aproximacién armoénica, dichos desplazamientos de grupos se
pueden describir en términos de tensores de traslacion (T), libracién (L) y rototranslaciones (S).
También se ha mostrado que los pardmetros TLS representan la mayor contribucion de los
desplazamientos atémicos sobre el movimiento global®.

El primero en proponer un tratamiento para describir el movimiento de una molécula, en estado
cristalino, por cuerpos pseudo-rigidos fue Cruickshank (1956)*. Lo hizo mediante dos tensores
simétricos, uno para la libracion (L) y otro para la traslacion (T). Tras su utilizacién se consider6 poco
adecuado porque, bajo su propuesta, los ejes de libracién no estan restringidos a intersectarse en un
punto dado (e. g. un centro de simetria). Para resolver este problema Shomaker y Trueblood™
afadieron un tercer tensor (S) necesario para tomar en cuenta la correlacion cuadratica promedio de
traslacion y libracién. Cuando se incluye a S en el andlisis, el ajuste de los tensores atomicos
individuales de vibracion (Us) es independiente del origen, aunque los componentes de T y S varien
con él. Para abolir esta arbitrariedad y permitir que los datos se puedan repartir de manera uniforme
es necesario establecer algunas condiciones que se aplican después de haber encontrado T, L,y S
para cada origen inicial arbitrario. Si el sitio de la molécula es centrosimétrico, entonces S se iguala a
cero y el andlisis se reduce al de dos tensores de Cruickshank. También S se desvanece o es
constante para otro tipo de simetrias.

Para comprender de lo que trata el afinamiento por tensores TLS es necesario primero revisar el
analisis de movimiento de cuerpos rigidos. EI mas general de los desplazamientos de un cuerpo
rigido fijado en un punto es una rotacion sobre algun eje que pasa por el mismo punto (Teorema de
Euler)*!. El desplazamiento que corresponde a cualquiera de los otros puntos r relativamente fijos es
un vector lineal en r que se puede expresar como D-r; siendo D el tensor rotacional de
desplazamiento o matriz de rotacion. El conflicto esta en expresar D en términos del angulo AZ|A| y la
direccion del eje de rotacién A/A, para agregar a D-r cualquier traslacion t del punto fijo para obtener
el desplazamiento total u desde el punto r y evaluar los componentes u;= uu; de sus tensores de
vibracion al promediar sobre todos los aspectos del movimiento, siendo A y t funciones dependientes
del tiempo y/o posicion en la red cristalina.

Entonces, en una molécula rigida el desplazamiento rotacional instantdneo de un atomo en r
relativo al punto fijo esta dado por:

D-r = Axr (sen A)/A + [(r-A) A-A’r] (1-cos A)/N* [a]
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En donde A=|A| es el angulo de rotacion sobre un eje a través del origen y paralelo a A: el primer
término a la derecha es componente de D-r perpendicular a A y r, mientras que el segundo — con (r -
A) A- A%r idéntico a Ax(Axr) — es el componente restante, en el plano A y r, perpendicular a A y

pequefio comparado con el primero si A es pequefio (Figura 4).

Axr

D-r
Axr[sin)\]

[(A - r) )\_2] _ (1-cosh)
A

Figura 4 Representacion gréafica de los términos en la ecuacion [a].

Si la molécula también se traslada, el vector (columna) de distancia t el desplazamiento total (u)
del &tomo en la posicién original r se denota:
u=Dr+t [b],
Para desplazamientos cortos el primer término en [b] se puede linearizar con respecto a la amplitud
de rotacion:
U~AXr+t [c],
con A siendo un vector a lo largo del eje de rotacion y de la magnitud del angulo de rotacién y x
denotando producto cruzado. Asi la contribucién de un atomo de un cuerpo rigido a los parametros
anisotrépicos de desplazamiento se puede derivar a partir del cuadrado del desplazamiento dado en
la ecuacion [c], esto es:
uu'=ttT + AT Xt - x AT - r X AN T [d],
T denota el vector renglon (el transpuesto del vector columna).
Si promediamos todos los desplazamientos en tiempo y espacio tenemos:
Us<uu'>=T+S"x rr—rxS—rxLxr [e],
con T=<tt™>, L= <A\"> y S= <At'>. En este contexto el producto cruzado L x r' da una matriz en que
el iésimo renglén es el producto cruzado del iésimo renglonde Ly r'.
La ecuacion [e] describe el desplazamiento medio cuadrado en términos de los tensores T, Ly S.
Si consideramos un conjunto de puntos (&tomos) {r}, correspondientes al resto de las posiciones

atomicas dentro del rigido, U es el desplazamiento medio cuadrado de cada uno de los atomos y
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puede identificarse como el pardmetro anisotropico de desplazamiento que ocurre en el factor
Debye-Waller en la expresion para factores de estructura. Los tensores simétricos T y L describen
respectivamente la traslacion y libracion media cuadrada del cuerpo rigido, el tensor no simétrico S
describe la correlacion media cuadrada entre desplazamiento traslacional y libracional. La expansion
del término derecho de [e] no incluye el rastro de S, por lo que sélo aporta 8 parametros
independientes a [e], los que junto con los independientes de T y de L suman en total 20 parametros
por grupo, correspondientes a 3 amplitudes rotacionales, 3 amplitudes traslacionales, 3 correlaciones
de rototraslacién (s6lo dos de ellas determinables), 9 angulos de orientacion de los principales
sistemas de ejes y tres coordenadas del nuevo origen.

Dado que un conjunto de parametros anisotropicos de desplazamiento (ADPs) se puede utilizar
para determinar los parametros TLS para cada cuerpo rigido por medio de un ajuste de minimos
cuadrados, se puede partir, inversamente, de [e] para derivar parametros anisotropicos y por lo tanto
factores de estructura calculados a partir de los pardmetros TLS durante el afinamiento. Algo que se
hace comunmente es afiadir a Ur.s los valores B isotrépicos para obtener el parametro total de
desplazamiento usado con el factor de estructura calculado®. De esta forma el desplazamiento
medio cuadrado de cada cuerpo es descrito por 20 pardmetros independientes mas uno isotrépico
por atomo, en lugar de los 6 parametros/atomo que significa el afinamiento anisotropico. El nimero
total de parametros depende del nimero de cuerpos seleccionados. En conclusion, la ventaja del
afinamiento por TLS es que reduce considerablemente el nimero de parametros (de seis por &tomo
a veinte por grupo) con la interpretacion de cuerpos que se mueven independientemente,

proporcionando informacién sobre la direccion del movimiento de los cuerpos (Figura 5).

Figura 5 Ejemplo de una proteina dividida en dos cuerpos rigidos. t representa la traslacion la A
la libracién. Las posiciones de reposo estan representadas por r1 y ra.

En realidad los grupos asociados con tensores de cuerpos rigidos no son del todo rigidos porque
presentan una variedad de movimientos internos a los grupos (incluidos en  Uinema),

consecuentemente a partir de ahora los llamaremos cuerpos pseudo-rigidos.
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Hay varios trabajos en los que se ha utilizado el afinamiento por tensores TLS para afinar
estructuras de diferentes moléculas seleccionando distintamente los grupos pseudo-rigidos. Desde la
divisién de un dodecamero de DNA en ribosa, fosfatos y bases nitrogenada®, hasta moléculas

completas™, pasando por cadenas laterales®® y subdominios estructurales®®.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Como en todos los programas de afinamiento modernos, el archivo de salida de refmac’
proporciona tanto estadisticas globales (R, Ryee, CO€ficiente de correlacion y figura de mérito, ver §
Criterios de validacién) como informacion geométrica. Ademas de los estadisticos anteriores, se
obtienen los parametros TLS afinados contenidos en los archivos logfile, TLSOUT y en el encabezado
de XYZOUT. Los valores B afinados también se incluyen en el XYZOUT y son valores residuales que
se afinan separadamente tras la determinacion de los pardmetros TLS. En éstos no esta incluida
ninguna contribucion de los TLS, por lo que no representan la desviaciéon media cuadrada de los
atomos®®. El archivo TLSOUT contiene la seleccion de los grupos y los registros ORIGIN, T, Ly S de
cada uno. Los registros T y L enlistan los seis elementos de los tensores simétricos T y L. De igual
forma el registro S proporciona los ocho elementos determinables del tensor S. Los valores Ty S
dependen del origen, calculado por el programa e impreso en el registro ORIGIN. Las unidades de T
son A? las de L grados® y de S A-grados. La contribucién del tensor de traslacion es aditiva sobre
todos los ADP’s (Parametros Anisotropicos de Desplazamiento) del grupo (ver ecuacion [e]). Los
valores del tensor de libracion dependen directamente del tamafio del grupo pseudo-rigido. El tensor
de rototraslacion también depende del tamafio del grupo pero de una forma menos clara,
normalmente tiene valores bajos si los grupos son relativamente grandes (dominios o moléculas
completas). Generalmente los valores de los pardmetros TLS son buen indicador del desorden
general del grupo, por ejemplo, en cristales que tienen mas de una molécula por unidad asimétrica es
comun encontrar distintos valores de B para cada una, diferencia que se refleja de manera directa en
los valores relativos de los parametros TLS.

Los archivos TLSOUT y XYZOUT son, ahora, los archivos de entrada para el programa tlsanl®’.
El archivo de salida de este programa es el archivo de coordenadas con valores anisotropicos de B
que, ahora si, incluyen la contribucion de los TLS. Al visualizar los elipsoides atémicos tenemos una
imagen mas clara de los desplazamientos de los cuerpos rigidos. En particular podemos tratar de
distinguir desplazamientos dominantes relacionados con la funcién. Sin embargo, se debe tener
precaucion cuando se interpretan los resultados TLS, pues tienden a sobreestimar los
desplazamientos de cuerpos rigidos, impidiendo la discriminacion entre desplazamientos estaticos y

dinamicos™.

"La descripcion de este y todos los programas utilizados en esta tesis se encuentra al final de la secion de Metodologia.
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RELACION DATOS/PARAMETROS

Como ha escrito Merrit®, la complejidad de un modelo a afinar depende del cociente del nimero
de observaciones (datos experimentales) sobre el nimero de parametros del modelo (complejidad).
Al aumentar la relacion datos/parametros® se mejora la calidad del modelo estructural afinado,
producto de mejores estimaciones para los parametros individuales. En el caso especifico de la
cristalografia el nUmero maximo de observaciones es determinado por la calidad del cristal y el
desorden, que limitan la resolucion de la difraccion.

La cristalografia de moléculas pequefas el nUmero de observaciones permite el afinamiento libre
de un modelo atémico completo de la estructura. Pero cuando pasamos a proteinas la situacion se
complica porque el nimero de datos, en la mayoria de los casos, no justifica un procesamiento del
mismo tipo. La solucion al problema es reducir los parametros, con el inconveniente de que los
modelos resultantes de la reduccién son modelos simplificados. Bajo este principio operan algunas
técnicas cristalograficas ampliamente utilizadas como las constricciones sobre simetrias no
cristalograficas®, el promedio de densidad® y el afinamiento de torsién espacial®.

La proporcion datos/parametros se puede aumentar si se incrementa la cantidad de observaciones
experimentales. El subir la resolucién de 2 A a 1 A significa multiplicar por ocho el nimero de
intensidades cuantificables. Incrementos de este tipo permiten mejorar el modelo si se incluyen
parametros adicionales que describen cualidades mas sutiles o complejas de la estructura. Asi es
posible realizar un afinamiento anisotrépico para cada atomo, incluyendo seis parametros térmicos
en lugar de uno solo (isotrépico). Sumando los tres parametros de posicién tenemos un aumento de
cuatro a nueve parametros. La mejoria se refleja en valores mas bajos de R y Rgpee, €N mapas de
densidad mas limpios y menores incertidumbres en las posiciones atomicas.

Como el aumento de la cantidad de datos no es proporcional a la resolucidn, existe un rango de
resolucion conocido como zona gris (entre 1.6-1.2 A), en el que se duda si incrementar el nimero de
observaciones es suficiente para aumentar los parametros. Alrededor de los 1.6 A el cociente
datos/parametros para un afinamiento anisotropico es el mismo que para un isotropico a 2 A. El
comportamiento del isotropico se mantiene bien durante el afinamiento por las fuertes restricciones
geométricas impuestas a los pardmetros de posicién x, y, z. Para mantener un comportamiento del
mismo tipo en el anisotrépico a ~1.6 A es necesario mantener restricciones del mismo tipo sobre los
seis parametros térmicos U', mismos que se pueden remover al otro extremo de la zona gris,
alrededor de 1.2 A.

Si bien la relacion datos/parametros es dependiente de la simetria del cristal y del contenido de

atomos en la unidad asimétrica la Tabla 1 nos muestra un promedio general de ésta a diferentes

© La relacién aumenta cuando aumentan las observaciones o datos, cuando disminuyen los parametros o cuando se combinan ambas
situaciones
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resoluciones, suponiendo un contenido de agua del 50%°*. El célculo se hizo a partir de estructuras
del PDB.

Tabla 1 Relacién observaciones/parametros de acuerdo a la resolucién alcanzada y el afinamiento utilizado

Resolucién Observaciones/parametros Observaciones/parametros
(x,y,z y B isotropico) (x,y,z y B anisotropico)

3.5A 0.5 0.2

3.0A 0.8 0.4

2.5A 1.4 0.6

2.0A 2.8 1.2

1.5A 6.2 2.8

El afinamiento TLS ha sido implementado en refmac para una descripcion simple de los
desplazamientos anisotropicos cuando las observaciones no son suficientes para afinar cada atomo

individualmente.

CRISTALES, FLEXIBILIDAD ESTRUCTURAL Y OSCILACIONES

Uno de los principales cuestionamientos que se le han hecho a la cristalografia de rayos X es si
los cristales representan una verdadera aproximacién a las moléculas biolégicas o si observamos
estructuras diferentes de las que ocurren en el ambiente celular.

Aunque el contenido de solvente en un cristal varia dependiendo del grupo espacial y de la
cantidad y tamafio de las moléculas dentro de la celda unitaria, la mayoria de los cristales de
proteina contienen entre 50% y 80% de solvente.

Por otra parte, el analisis comparativo entre estructuras obtenidas por resonancia magnética
nuclear y por difraccion de rayos X ha mostrado alta similitud entre las estructuras, a excepcion de
zonas de empaquetamiento que se pueden detectar durante el analisis de la estructura. A las dos
anteriores hay que afiadir la retencion de la funcion o actividad, adn en estado cristalino, como otra
evidencia contundente de que las estructuras de proteinas no se modifican significativamente en
este estado”. No solo hay varios reportes de cristales cataliticos®® sino que se utilizan en diferentes

procesos industriales.

ACTIVIDAD ENZIMATICA Y DINAMICA MOLECULAR
La informacién que se obtenia de la cristalografia parecia ser solamente la posicién de los &tomos

y por lo tanto la estructura general. El avance cientifico interdisciplinario ha hecho notar que igual o

“ Excepto en el caso de las proteinas de membrana.
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mas importante que la estructura es la variacién temporal de las interacciones interatbmicas en la
funcién de una proteina, es decir su dinamica.

Se acepta que la flexibilidad estructural es esencial para la catélisis enzimatica y para la actividad
bioldgica molecular en general. Pero el concepto de flexibilidad hace referencia a movimientos
moleculares en una escala de tiempo; desde fluctuaciones térmicas en picosegundos hasta cambios
conformacionales en la escala de milisegundos (o0 menores) involucrados en la funcién cinematica. El
concepto de dindmica surge del griego dynamos que significa fuerzas, es decir lo relativo a las
fuerzas®®. En este tema en particular se conocen las fuerzas que mantienen las estructuras
biolégicas y gobiernan los movimientos al interior de las macromoléculas. Entre ellas encontramos a
los puentes salinos, puentes de hidrégenos, fuerzas de van der Waals y a las interacciones
hidrofébicas®. Todas las fuerzas anteriores son de tipo débil porque sus energias de asociacién son
parecidas a la energia térmica a temperaturas normales. Las fuerzas fuertes (valga el término), como
las presentes en los enlaces covalentes, son de menor relevancia en la funcién biolégica porque no
son interacciones que varien en el tiempo, durante la desnaturalizacion o cuando se disocia un
complejo proteina ligando.

Las propiedades dindmicas de las estructuras de proteinas son un componente importante que
contribuye a la funcion biolégica de las mismas. Ejemplo de ello son las fluctuaciones locales de
conformacion. La abundancia de interacciones atomicas no enlazadas y enlazadas por hidrégeno
son las que confieren la estabilidad a proteinas globulares en solucion y las mismas que facilitan la
fluctuacion. A través de los varios grados de libertad permitidos para una cadena polipeptidica, los
cambios locales en la estructura afectan so6lo a un pequefio subconjunto de las interacciones débiles
totales en una proteina plegada. Ello permite a la estructura flexibilidad local significativa o
considerable sin perturbar su topologia o estructura general®. Esta informacién dinamica es esencial
para entender, a un nivel mas profundo de descripcion, la funcion bioldgica de cada proteina.

La dindmica se puede abordar por medio de diferentes técnicas® incluidas las simulaciones en
computadora (mayoritariamente analizadas por modos normales)®’. Cada una de ellas proporciona
informacién diferente sobre la dindmica y sobre las escalas de tiempo en que ocurre, por ejemplo la
espectroscopia de Mdssbauer detecta el movimiento de un solo nicleo de prueba (Fe), la dispersién
de neutrones (neutron scattering) un aspecto mas global, mientras que la difraccién de rayos X
promedia sobre horas, a diferencia de las escalas de tiempo exploradas por Mésbauer (107 s) o la de
dispersion de neutrones (10%- 10®s) dependiendo de la resolucién del instrumento. En la actualidad
las simulaciones in silico estan limitadas a una escala no mayor de 10®s. Otras formas de abordar la
dindmica son: fluorescencia, infrarrojos, absorcion Optica, espectroscopia de resonancia magnética
nuclear® (NMR) y cinéticas de intercambio de hidrégeno®. La técnica restringe la naturaleza de la
muestra y viceversa: la dispersion de neutrones requiere de muestras con baja hidratacion, la

cristalografia cristales, la resonancia trabaja con soluciones pero con moléculas relativamente
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pequefias (menores de 200 aminoacidos), Mdsbauer necesita muestras sélidas, mientras que las
simulaciones permiten construir entornos® pero estan restringidas en la escala de tiempo.

Una cadena polipeptidica es intrinsecamente flexible ya que muchos de los enlaces covalentes
gue ocurren en su esqueleto estan rotacionalmente permitidos. Por lo tanto estos grupos deben
constituir elementos dinamicos fundamentales en una molécula de proteina. Los movimientos
relativos de estas colecciones analogas definidas de cuerpos rigidos pueden definir componentes
principales de la dinamica proteica.

Bajo todas las consideraciones anteriores la cristalografia de rayos X ha aportado las siguientes
observaciones importantes respecto a las fluctuaciones que existen en el interior de una proteina:

e Flexibilidad atomica individual o grupal de acuerdo a los parametros térmicos de los
modelos cristalograficos.

o Flexibilidad de dominios completos propuesta para regiones sin o de baja densidad

electronica o que difiere en diferentes redes cristalinas.

e Cambios de conformacién en presencia de ligandos.

e Variabilidad conformacional.

CAMBIO CONFORMACIONAL LOCAL Y SUB-ESTADOS CONFORMACIONALES

Desde el modelo de llave-cerradura propuesto por Fisher’® en 1890, que sugeria el ajuste
completo y directo del sustrato en el sitio activo de la proteina, la idea de la catalisis ha cambiado
mucho. En 1958 Koshland’ propuso la idea de un mecanismo de union de ligando por cambio de
conformacion local. Bajo este modelo la union del sustrato es acompafada o seguida de un cambio
de conformacién que alinea los grupos cataliticos en su respectiva orientacion correcta. Un aspecto
esencial del modelo de cambio de conformacién local es la flexibilidad estructural, que como hemos
mencionado es un concepto ampliamente aceptado en el campo de las proteinas.

Podemos visualizar los cambios de conformacibn como estabilizaciones de sub-estados
conformacionales y no como transformaciones provocadas por eventos particulares como la union de
un ligando. Una proteina en una conformacién de equilibrio puede existir en un gran nimero de sub-
estados; las moléculas en diferente sub-estado tienen la misma estructura general pero difieren en
configuraciones locales debido a que ocurren rotaciones sobre un enlace sencillo o modificaciones
en la distribucion de los puentes de hidrégeno. Como la transicién de un sub-estado a otro depende
de la superacion de una barrera energética, el comportamiento dinamico de las proteinas es
dependiente de temperatura. A temperaturas suficientemente altas la molécula se mueve
rapidamente de un sub-estado a otro, rompiendo y reconstituyendo los enlaces no covalentes y

cambiando continuamente la estructura. A bajas temperaturas, en cambio, mucha de esta relajacién

“ Es decir, establecer las condiciones (cantidad de agua, iones, etc.).
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conformacional se pierde y cada molécula permanece en un sub-estado, arrestada por la barrera

energética. En un experimento clave Frauenfelder et al.”

utilizaron la difraccion de rayos X de
cristales de la misma proteina (incluso el mismo cristal) a diferentes temperaturas, para mostrar los
cambios en los valores Deby-Waller producidos por las fluctuaciones de temperatura. Cumpliendo lo
gue se esperaba los desplazamientos eran mayores en las difracciones hechas a mayor temperatura
(300 K), en las regiones externas de la proteina y en los residuos polares y cargados, debido a las

fluctuaciones en el solvente y en la capa de hidratacion.

3 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
a) Generar informacién sobre desplazamientos atdmicos asociados a cambios conformacionales en

estructuras de proteina determinadas por difraccién de rayos X.

OBJETIVOS PARTICULARES
a) Obtener del banco de datos de proteinas (PDB, Protein Data Bank) estructuras de proteinas
resueltas por cristalografia de rayos X que permitan realizar afinamientos por tensores TLS

(traslacion, rotacion y rototraslacion)

b) Seleccionar los cuerpos pseudo-rigidos bajo diferentes criterios y realizar el afinamiento TLS

sobre las estructuras seleccionadas.

¢) Analizar con criterios cristalograficos (R, Riee, FOM) y por medio de la representacién de
elipsoides térmicos el resultado de los afinamientos y relacionar las oscilaciones con la funcién

bioldgica.

4 METODOLOGIA

BUSQUEDA EN EL PDB
La basqueda de datos en el PDB (www.rcsb.org/pdb) se realizé por palabras clave relacionadas
con cambios conformacionales que permitieran demostrar la relacion entre oscilaciones de grupos

pseudo-rigidos en un cristal y la funcién biol6gica de la proteina. Las palabras seleccionadas fueron,
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conformational change, induced fit, motion, open conformation, oscillation, flexibility, two
conformations.

En la pagina principal del PDB se tecle6 la palabra seleccionando la opcion texto completo. Esto
es, el buscador entra a cada uno de los archivos depositados y separa los depdésitos que incluyan en
alguna parte del texto la palabra tecleada. A partir de los depdsitos que contengan la palabra se crea
una tabla de salida, en el mismo servidor, con informacion general de la molécula (nombre,
organismo, resolucion, fecha). Como primer criterio de seleccion de calidad se eliminaron de la tabla

a aquellos con resolucion menor de 2.5 A.

SELECCION DE ESTRUCTURAS

Los resultados se tabularon y excluyendo a los depdésitos cuyo valor de R fuera mayor de 25% y
gue no tuvieran depositados los factores de estructura (datos necesarios para reafinar el modelo
seleccionado). Las claves (PDB-ID) de las estructuras resultantes se corrieron en DIPAU®, un
programa en lenguaje Perl’ que entra a una base de datos PDB en disco y da una tabla de salida de
9 columnas que proporciona la siguiente informacién: PDB-ID, resolucion, valor R, valor Rqee, NUMero
de reflexiones, nimero de atomos, numero de parametros, nombre, unidad bioldgica y ligandos. Para
disminuir el tamafio de la muestra se descartaron todas las estructuras con una diferencia mayor a 5
unidades porcentuales en R-Ryee.

Posteriormente se reagruparon por palabra de busqueda, nombre de la proteina y organismo, para
realizar una nueva busqueda, en el mismo PDB, pero ahora por el nombre de cada una de ellas y
poniendo particular énfasis en las derivadas de las palabras induced fit y conformational change,
pues en las referencias revisadas fueron las que mostraban cambios de conformacién mas

evidentes.

SOBREPOSICION DE LAS ESTRUCTURAS

Reagrupamos a todas las estructuras por proteina para comparar los grupos espaciales de cada
modelo. Sobrepusimos los C, en el programa O” para localizar el cambio de conformacion,
cuantificarlo con desviaciones medias cuadraticas (r.m.s.d.) e identificar las estructuras
correspondientes a la forma abierta y cerrada. Ubicamos los residuos alrededor de la zona de unién
de ligandos con la intencion de comprobar que la modificacién respondia a su presencia. Después
buscamos los grupos de residuos que cambiaran de manera conjunta, superponiendo nuevamente
las estructuras y esperando una menor desviacion que la obtenida al superponer la molécula
completa en sus C,. Por ultimo, para evitar artificios cristalograficos, reproducimos el cristal en busca

de posibles contactos causados por el empaquetamiento que pudieran alterar las estructuras.

> Escrito en nuestro laboratorio por Paula Gonzalez-Rubio Garrido.
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ANALISIS DE VALORES B

Para cada una de las estructuras de cada proteina sacamos el promedio del valor de los valores B
de cadena principal y graficamos buscando las regiones de mayor flexibilidad y mas variables de una
forma a la otra. Regresamos al programa de visualizacion tratando de encontrar correlaciones entre

zonas de modificacion estructural, union de ligandos y zonas de mas flexibilidad.

SELECCION DE GRUPOS

Para cada proteina se tomaron por lo menos cuatro criterios distintos de seleccién de cuerpos
pseudo-rigidos: toda la molécula como un solo grupo (a manera de control), los dominios
estructurales, los dindmicos resultantes del programa DynDom’™ y los considerados como pseudo-
rigidos tras superponer las estructuras libre y con ligandos en combinacion con el analisis de la
distribucion de valores B de cada conformacion:

En lo que respecta a los valores B seleccionamos como grupo a las regiones que mas variaban de
una conformacion a otra, es decir, las que presentaban valores B significativamente menores en la
forma cerrada que en la abierta.

Los dominios dinamicos se derivaron del programa DynDom, en el que después de encontrar el
mejor ajuste entre dos conformaciones de una estructura, se calculan vectores de rotacién para
residuos o segmentos cortos de cadena. Con un algoritmo se agrupa a los residuos, de acuerdo a
los vectores de rotacion, en dominios dinamicos.

El criterio de seleccién de grupos mediante la sobreposicion de las estructuras en O, fue el de

considerar como un grupo rigido a aquellos residuos contiguos separados por una desviacién media
cuadrada (r.m.s.d.) mayor de 0.5 A entre la conformacion abierta y la cerrada.
La utilizacion de diferentes criterios permitié analizar diferentes grupos y comparar los resultados

del afinamiento por tensores TLS.

UNIFICACION DEL AFINAMIENTO DE LOS MODELOS

Debido a que los modelos que llegaron hasta este punto fueron afinados en diferentes programas,
cada uno con sus criterios de evaluacion, era necesario encontrar una forma de alcanzar un mismo
punto de partida antes de correr el afinamiento por tensores TLS. Para ello decidimos realizar entre
20-30 ciclos de minimizacion energética (dependiendo de la convergencia) y afinamiento de valores
B individuales en el programa CNS 1.17. Puesto que en ningin caso encontramos diferencias
significativas de los datos estadisticos con los del depdésito original, decidimos partir con los datos del
PDB.

32



AFINAMIENTO TLS

Con el objeto de comprobar que los valores de R y Rgee NO variarian de forma considerable por el
cambio de programa, antes de hacer el afinamiento por tensores se hizo un afinamiento (restrained)
isotrépico de 5 ciclos en el programa refmac5’®, dentro de CCP4’’, en sus versiones 4.2.2 y
5.0.2 partiendo del archivo de coordenadas (extension *.pdb) depositado en el PDB y del obtenido
de CNS. Los afinamientos se corrieron en las dos versiones de CCP4 porque encontramos
incompatibilidad de resultados entre ambas. Posteriormente encontramos que la incompatibilidad de
resultados fue causada por modificaciones realizadas a la version 5.0.2 del programa y en
especifico del algoritmo principal de minimizacion’.

Aunque en varias de las referencias consultadas’® se hacen 20 ciclos de TLS seguidos del mismo
namero de ciclos de maxima similitud, decidimos hacer como primer intento cinco ciclos de TLS
seguidos de cinco de maxima similitud fijando los valores B a un valor de 20.0 siguiendo el
comportamiento de los estadisticos en cada etapa, buscando la convergencia. La convergencia de
los estadisticos se alcanzé combinando diferentes nimeros de ciclos de TLS y de méxima similitud,
asi como variando el valor fijo de los Bs desde fijarlos en el mas bajo hasta no fijarlos.

Cabe mencionar que ninguna de las estructuras en la conformacion cerrada tenia depositados los

factores de estructura, por lo que no pudimos realizar el afinamiento sobre ellas.

ANALISIS DE VALORES DE TEMPERATURA ANISOTROPICOS

Una vez convergidos los estadisticos, se analizaron los archivos .pdb y .tls de salida de refmac
con el programa TLSANL®, seleccionando la opcién de valores B totales que calcula Bs
anisotropicos para cada atomo de acuerdo a los valores de los tensores del grupo al que pertenecen
y genera un archivo de salida con las coordenadas atémicas.

Los archivos de salida fueron representados en su versién o transformacion tridimensional tanto
en el programa O como en XtalView®'. El primero para superponer las estructuras utilizadas como
archivos de entrada con los archivos de salida y observar las modificaciones causadas por el
afinamiento por tensores en cada uno. En XtalView se observaron ejes y elipsoides térmicos
buscando relaciones entre la direccion de los ejes mayores con los cambios de conformacion.

Por ultimo se representaron los elipsoides anisotrépicos de acuerdo al valor de los valores de
temperatura u oscilacion, de manera tal que los menores fueran de color azul y los mayores rojos,
con las subrutinas Rastep y Render del programa Raster 3D%2. Los ejes fueron representados

con el programa Molscript®.
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PROGRAMAS

Programa Referencia

Descripcion

Ciencias U. N. A. M. México.

DIPAU? Gonzélez-Rubio, P. 2003. Vibraciones atémicas, flexibilidad
conformacional y la funcién biolégica de proteinas alostéricas:
Estudio a partir de estructuras cristalograficas depositadas en el
Protein Data Bank. Tesis de Licenciatura por la Facultad de

Programa en lenguaje Perl” que entra a una base
de datos PDB (en disco duro) y construye una
tabla de salida de 9 columnas que proporciona la
siguiente informacién: PDB-ID, resolucién, valor
R, valor Ree, NUMero de reflexiones, niamero de
atomos, nimero de parametros, nombre, unidad
bioldgica y ligandos.

0 Jones, T.A. A graphics model building and refinement
system for macromolecules. J. Appl. Cryst. 11, 268-272(1978).

Programa de construccién y afinamiento de
modelos. Se basa en el método de maxima
similitud (maximum likelihoood).

DynDom http://www.cmp.uea.ac.uk/dyndom/dyndomMain.do

Determina dominios dindmicos de proteinas.
Primero busca el mejor empalme de dos
estructuras en diferente conformaciéon. Después
calcula vectores de rotacion para residuos o
segmentos de cadena principal. Por medio de un
algoritmo identifica a los residuos que roten de
manera conjunta y los clasifica comodominios
dinamicos.

CNS 1.1
905-921(1998).

Crystallography & NMR System. Acta Crystallographica D 54,

Es un programa, resultado de una colaboracion
internacional  entre  varios  grupos de
investigacion, disefiado para proporcionar de
forma accesible los algoritmos mas comunes
utilizados para la determinacién de estructuras
macromoleculares. Incluye bisqueda de atomos
pesados, busqueda experimental de fases,
modificacibn de la densidad electronica,
afinamiento cristalografico y calculo de de
estructuras de NMR.

Acta Cryst. (1997). D53, 240-255.
TLSANL

refmach G. N. Murshudov, A. A. Vagin and E. J. Dodson. Refinement of
Macromolecular Structures by the Maximum-Likelihood Method.

Programa de afinamiento macromolecular. Utiliza
el método de maxima similitud (maximum
likelihood).

Programa incluido en la interfase de refmac5s.
Analiza los tensores TLS Para cada grupo de TLS
calcula los valores de T, Ly S con respecto a un
origen.

XtalView

http://www.sdsc.edu/CCMS/Packages/XTALVIEW/xtalview.html

Es un paquete completo para resolver
reemplazos isomorficos de estructuras
cristalogréaficas, incluida la construccion del
modelo  molecular. Representa elipsoides
atoémicas.

Raster3D http://www.bmsc.washington.edu/raster3d/

rastep

render

Programa que genera imagenes tridimensionales
de proteinas y otras moléculas.

La subrutina rastep lee un *.pdb con registros
anisotropicos y los representa en tres
dimensiones.

Es la subrutina de Raster3d que transforma los
archivos de coordenadas atémicas en archivos de
iméagenes *.jpg.

Molscript http://www.avatar.se/molscript/

Programa para desplegar estructuras
moleculares en 3D.

’Escrito en nuestro laboratorio por Paula Gonzalez-Rubio Garrido.
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

BUSQUEDA EN EL PDB

De la busqueda por palabras clave en el Banco de Datos de Proteinas (PDB) resultaron 1080
proteinas (Tabla 2). Para disminuir el tamafio de la muestra y mejorar su calidad, decidimos tomar
como primer criterio de exclusion una resolucion menor a 2.5 A. Bajo esta exigencia el tamafio de la

muestra se redujo a 634 depoésitos un numero todavia muy dificil de explorar.

Tabla 2 Resultados de la busqueda por palabras clave en el PDB

Palabra Depdsitos totales Resolucién > 2.5A
Cambio conformacional 242 139
Flexibilidad 264 84
Cambio de conformacién local 84 59
Movimiento 94 62
Conformacion abierta 62 39
Oscilacion 81 55
Dos conformaciones 191 149
Multiples conformaciones 62 47
Totales 1080 634

SELECCION DE ESTRUCTURAS

Para reducir mas el tamafio de la muestra y trabajar con estructuras de mayor calidad excluimos a
aquellas que tuvieran una diferencia mayor de 5 unidades porcentuales entre R y Rpee ¥ @ las que
carecieran de factores de estructura depositados, ya que sin estos Ultimos no es posible realizar

ningun tipo de afinamiento. Bajo estos criterios quedaron 160 estructuras pertenecientes a 100

proteinas diferentes.

Distribucion de los depésitos por palabra clave
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Gréfica 1 Distribucién de los depositos por palabra clave de busqueda.

35



Una exploracion de la literatura referida en los depdsitos nos mostré que aquellos relacionados
con las palabras conformational change e induced fit eran los que con mas frecuencia presentaban
los cambios estructurales que deseabamos. Por ello en la etapa de sobreposicion nos centramos en
las proteinas que incluian dichas palabras en su archivo tipo *.pdb®, aunque sin apartar a las
demas.

Del total de proteinas que se superpusieron (42) s6lo 15 presentaron mas de una conformacion
indicando cambios conformacionales: DNA-glicosil transferasa, UDP-N-acetilglucosamina
enolpiruvato transferasa (EPT), nucleotidasa 5’, formato deshidrogenasa, calmodulina, proteina de
unién a la caja TATA (TBP), triptofanil tRNA sintetasa, 5-epi-aristologueno sintasa, lactoferrina,
maltodextrina, toxina de difteria, alcohol deshidrogenasa, UDP-N-acetilmuramoil-L-alanina:D-
glutamato ligasa (MurD), O-acetilserina sulfidrilasa (OAS) y gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.

Por distintas razones como presencia de enlaces anormales, en particular puentes disulfuro
anomalos, sobreafinamiento, problemas en el formato de los factores de estructura depositados, etc.
solo tres de ellas (EPT, OAS y MurD) pudieron ser afinadas correctamente por el método de
tensores TLS en refmac. En el caso de MurD nos dimos cuenta de que habia un articulo® posterior
gue demostraba que el cambio de conformacién era uno distinto al que estabamos contemplando, o
dicho de otro modo, estdbamos afinando un artificio cristalogréafico. La estructura que corresponde a
la forma abierta se encuentra depositada pero sin factores de estructura, lo que nos obligé a excluirla
del trabajo. La molécula SecA resulté de una busqueda posterior (realizada en junio del 2004) por la

palabra open form en el PDB.

O-ACETILSERINA SULFIDRILASA

La O-acetilserina sulfidrilasa de Salmonella typhimurium (OASS; EC 4.2.99.8) es una enzima
homodimérica de 34.4 KDa/subunidad® que cataliza la sustitucion de acetato en la cadena lateral
de O-acetil-L-serina (OAS) por sulfuro (-SH) para producir L-cisteina® (Figura 6). Esta reaccion es el
ultimo paso en la via sintética de novo de dos pasos para L-cisteina en bacterias entéricas; siendo el
primero la reaccidon de acetilacion del B-hidroxilo de la L-serina a partir del donador acetilCoA,

catalizada por la transacetilasa de serina®’.

)L { |
0 OASS ) A
o N - HS + 0

NH,* HS - NH,*

Figura 6 Reaccioén de sustitucion de acetato por sulfuro catalizada por la O-acetilserina sulfidrilasa

2 En el encabezado del archivo
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Pertenece al grupo de enzimas de remplazamiento B que catalizan la sustitucién de un grupo
funcional en el carbono B de un aminoacido. Junto a las enzimas que catalizan la eliminacién del
sustituyente B constituyen un grupo homdlogo de proteinas dependientes de piridoxal 5'-fosfato
(PLP): la familia B®. Otra enzima del tipo remplazamiento B que ha sido ampliamente estudiada es la
triptofano sintetasa (TRPS) también de S. typhimurium, la cual ya ha sido afinada por grupos
pseudo-rigidos en nuestro grupo®. En ella la subunidad B facilita una reaccién muy similar a la
catalizada por la OASS; el reemplazo del B-hidroxilo de la serina pero en esta ocasion por indol,
dando L-triptofano como producto. Aunque sélo tienen un 19% de identidad las secuencias de OASS
y TRPS la sobreposicion de sus estructuras nos muestra una alta conservacion de la topologia
general.

ESTRUCTURA

La sulfidrilasa de O-acetilserina presenta una estructura de dos dominios. El N-terminal (1-12, 35-
145) forma una estructura o/p de cuatro subunidades ap . Esto coloca las a hélices 1, 2 y 3 en una
cara de la hoja paralela B de cuatro cadenas (orden 5, 4, 3, 6) y a la a hélice 4 en la otra: la
descripcion anterior se repite en el C-terminal (14-34, 146-302) en especifico en las cadenas 9, 8 ,7y
10 de la hoja B y las hélices 7, 8 y 9 (Figura 7), existiendo la posibilidad de un evento de duplicacion

génica.

Figura 7 Topologia de la enzima O-acetilserina sulfidrilasa. Parte superior C—terminal y
parte inferior N-terminal.

La a hélice 1 y las 5 y 6 (separadas por una torcedura en la Prol58) pudieran ser unidades
estructurales equivalentes. Los residuos 14-34 que pertenecen al C-terminal, e incluyen un listén
antiparalelo (cadenas 1y 2), se unen a la hoja B central por medio de la cadena 2 que a su vez esta
pareada de manera paralela con la cadena 10, por ello es que se forma una hoja de seis cadenas y

no de cuatro como en el N-terminal®.
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Figura 8 Estructura tridimensional del dimero de O-acetilserina silfidrilasa.

La interfase dimérica, entre los monémeros, tiene un area de 1350 A? por cada unidad®. La Serl
del N-terminal y el dltimo aminoécido Phe315 pertenecen a ella. El residuo Phe 315 tiene
interacciones no polares con las cadenas laterales de 1le97, Argl00, Lys101, y Lys104 de la a
hélices 3 de la subunidad adyacente. Lys101, Leul02, Lys104 y Alal05 de la a hélice 3 hacen
contactos no polares con Leu306, Phe311 y Leu314 de la otra subunidad. Hay pares ionicos entre
Glu 303 y Arg304 de cada subunidad y viceversa. Es decir, en la interfase hay areas polares y no
polares con contribucion tanto del amino como del carboxilo terminal involucradas en la
estabilizacion del dimero.

El sitio de unién de piridoxal 5'-fosfato (PLP) se encuentra en la interfase de los dominios N-C
terminales de cada mondmero. Se forma un enlace covalente tras la reaccion mediada por una base
de Schiff (o enlace imino) al grupo €-amino de la Lys41, formando la llamada aldimina interna®’. En
los alrededores de la misma Lys 41 se encuentra el sitio activo, en la interfase carboxilo-amino
terminal.

En la misma interfase dimérica se ha descrito un sitio de unién a CI"°*. El ion CI” interacciona con
los residuos Asn7 de un mondémero y Leu268 del otro. La union del cloruro en esta region induce

cambios conformacionales que define una forma inhibida de la enzima.

ESTRUCTURAS DE OAS EN EL PDB

En el caso de la O-acetilserina sulfidrilasa hay 5 estructuras depositadas en el PDB. Tres de ellas
correspondientes a Salmonella typhimurium, una a Homo sapiens y una a Thermotoga maritima
(Tabla 6). Como 1jbg y 1058 son de organismos con un unico depdsito, en una sola conformacion,

gquedaron descartados.

38



Tabla 3 Depoésitos en el PDB de la molécula O-acetilserina sulfidrilasa.

Clave Organismo Grupo R (%) Riee (%) | Resolucion [A] Undidad Ligandos
PDB espacial asimétrica
1d6s S. typhimurium P2,2,2 17.4 22.3 2.3 Dimero Metionina,
PLP*
1fcj S. typhimurium P212,2; 20 24.6 2.0 Tetrdmero SOy, Cl,
PLP
ljbq Homo sapiens P 3 25.7 29.6 2.6 Hexamero Hem*",
PLP
1058 Thermotoga P2 15.9 19.8 1.8 Tetramero PO4*
maritima
loas S. typhimurium P2,2:2; 17.2 20 2.2 Dimero PLP

PLP*.- Piridoxal-5'-fosfato
HEM*".- Protoporfirina IX-Fe

De las tres restantes la estructura 1d6s es una mutante Lys41Ala en la conformacion cerrada, que
tiene como ligando en el sitio activo al anédlogo de sustrato L-metionina. Las estructuras 1fcj y loas
fueron las seleccionadas para el afinamiento por TLS porque tienen depositados los factores de
estructura ademas de que son reportadas como la forma libre y con un sitio alostérico inhibidor
ocupado® respectivamente. Las tres tienen unida a la coenzima PLP. Por otra parte, 1fcj presenta un
ion cloruro y un sulfato por cada molécula de la unidad asimétrica lo que parece estabilizarla en una
conformacion distinta a las otras dos. Otra diferencia radica en la unidad asimétrica: la de 1fcj es un

tetramero, mientras que en loas se encuentra un dimero.

DISTRIBUCION DE LOS VALORES B

La grafica de los valores B (Gréfica 2), que incluye a cada una de las cadenas del depdsito,
muestra patrones complicados. Destaca la zona 116-136, en la que los valores de 1fcjA y 1fcjD estan
por debajo (B< 30 A?) de los de las demés cadenas (B> 45 A?). Sin embargo, las cadenas A de 1fcjy
D de 1fcj no corresponden a la forma cerrada (1d6s) sino a la conformacion con el sitio alostérico
ocupado. La diferencia entre cadenas nos hace suponer que esas regiones se estabilizan por la
unién del ligando al sitio alostérico o por contactos entre cadenas y/o entre unidades asimétricas que
reducen el valor de los factores de temperatura al estabilizar los residuos incluidos en dichos
intervalos de la secuencia. A excepcion de la region ubicada alrededor del residuo 90, las dos
cadenas correspondientes a la forma cerrada (1d6sA y 1d6sB) tienen un patron que, practicamente,
se superpone con el de las cadenas 1fcjB, 1fcjC, asi como con las cadenas A 'y B del depdsito 1oas.
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Distribucion de valores de temperatura
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Grafica 2 Distribucion de valores B en las estructuras 1d6s, 1fcj y loas. Las lineas de color rojo
en la base representan los residuos del N-terminal y en azul a los del C-terminal. Las franjas
anaranjadas indican las regiones de mayor flexibilidad.

Si observamos las zonas con valores B mayores de 50 en la gréfica (marcadas en rojo en el eje X)
y en la representacion tridimensional (Figura 9 a)) podemos ver claramente que tres de las cuatro
regiones (residuos 50-70, 87-103, 115-140) estan en la regién N-terminal, que es la zona del cambio
conformacional (ver Cambio conformacional). La region de los residuos 212-226 es un asa del C-
terminal que se encuentra libre de contactos con el nucleo de la estructura, es decir en la periferia.
Los residuos 1-49, todos ellos con valores menores de 30 A%, se encuentran en la interfase del
dimero que constituye la unidad biologica.

La Figura 9 b) muestra que la region 115-140 de la cadena D, en especifico la zona de los
residuos 115-119 esta a distancia de puentes de hidrégeno con los residuos 1-6 de la cadena C
(ambas en rojo), lo que podria estabilizar la zona que en las demas cadenas es de alta flexibilidad y
por lo tanto explicar la reduccidon en los Bs de dicha region. Si observamos con detalle, esos
contactos mantienen unidos a los dos dimeros (A-C y D-B) que forman el tetrAmero de la unidad

asimétrica. Para explicar los valores bajos en la misma region de la cadena A tenemos dos
posibilidades. Una es reproducir el cristal en el programa O, mediante la aplicacion de los

operadores simétricos (grupo espacial), buscar contactos cristalinos entre moléculas vecinas, pues

en el tetrdmero parece que la region esté libre de contactos. Y la otra es la propuesta por Burkhard,
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et al.’': suponer que sélo la cadena A estd estabilizada por el inhibidor alostérico en una
conformacion inactiva que entre otras caracteristicas ha diminuido las oscilaciones en las regiones
implicadas en el cambio de conformacion. Respecto a la primera, el residuos 115y 116 de la cadena
A estan a 4 A de los residuos 165 y 166 de la cadena D del vecino cristalografico (Figura 9 c)), lo
gue complica el que la estabilizacion de esa parte del dominio sea so6lo a causa de contactos

cristalograficos.

a)

<)

Figura 9 a) Zonas de mayor flexibilidad (anaranjado) de acuerdo a la distribucién de valores B.
b) Contactos entre las cadenas Ay D del tetramero de la unidad asimétrica. c) Vecino (negro)
cristalografico de la cadena A (verde).

SOBREPOSICION DE ESTRUCTURAS

La sobreposiciéon de las estructuras 1fcj-1d6s dio como resultado una desviacién cuadratica media
(r.m.s.d) de 0.31 A en el carboxilo terminal (residuos 13-34, 146-302) y de 1.43 A en el dominio N-
terminal (residuos 1-12, 35-145). La sobreposicion de 1oas-1d6s resulté en una desviacion de 0.42 A
y 1.26 A en el C-terminal y N-terminal respectivamente. Para observar las diferencias entre la
conformacion libre de ligandos y la de sitio alostérico ocupado superpusimos las cadenas A de loas-
1fcj. Obtuvimos una r.m.s.d. =0.27 A en la porcién carboxilo terminal y r.m.s.d.=1.21 A en la amino
terminal, menores a las anteriores.

La diferencia entre 1fcj-loas explicaria que la ocupacién del sitio alostérico por un ion cloruro
estabiliza a la molécula en una conformacion intermedia entre la conformacion libre (1oas) y la
cerrada (1d6s). Sin embargo, esta diferencia ocurre sélo con la cadena A del tetramero en 1fcj. La

sobreposicion de la cadena A con las cadenas B, C y D de 1fcj da como resultado en el N-terminal A-
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B= 1.17 A, A-C= 1.11 A, A-D= 1.11 A mientras que entre las demas cadenas: B-C= 0.39 A, B-D=
0.31 Ay C-D= 0.45 A. Es decir la cadena A esta en una conformacion distinta a B, C y D quienes
entre si son mas parecidas. De igual forma la sobreposicién de la cadena A de 1fcj con las cadenas
Ay B de loas resulta en una desviacion media cuadrada de 0.25 A en el C-terminal y de 1.08 A en el
N-terminal. La sobreposicion de las cadenas B, C y D sobre 1oas resultdé en valores alrededor de
0.33 A (B-oasA=0.33 A, C-oasA= 0.36 A y D-oas= 0.26 A) en el C-terminal y menores que 0.5 A (B-
oasA= 0.38 A, C-oasA= 0.49 A y D-oas= 0.30 A) en el N-terminal, apoyando, junto con la ausencia
de contactos critalogréficos, la idea de que soélo la cadena A se encuentra en una conformacién
distinta. La zona de mayor diferencia en la sobreposicién de las estructuras coincide con la que le
habiamos atribuido contactos cristalinos con la cadena D, confirmando nuestra hipétesis de que la
reduccion en los Bs de esa region es producto de los contactos entre los mondémeros del tetrdmero.
Por lo demas, las superposiciones de las cadenas B, C y D son congruentes (menores a 0.5 A) con
la conformacion de loas por lo que concluimos que ambas estructuras estan en la forma abierta o

libre de ligandos y que la presencia de iones CI" 0 SO,* no modifican la conformacion.

CAMBIO CONFORMACIONAL

El cambio conformacional ha sido descrito®® a partir de la estructura 1d6s, en la que el analogo de
sustrato L-metionina imita el papel de la O-acetilserina durante la catalisis. La presencia de la L-
metonina causa la formacion de una aldimina externa (interna en ausencia del analogo) y la rotacion
de 13° del cofactor PLP. Este movimiento desplaza a la unién aldimina hacia el exterior, en especifico
hacia la entrada del sitio activo. El grupo a-carboxilato de la L-metionina forma parte de una red de
puentes de hidrogeno con los residuos Pro67 - Thr68 - Asn69 -Gly70 del asa de asparagina (o-hélice
2 del N-terminal). De particular interés es la interaccion electrostética entre el nitrégeno de la amida
del Asn69 y el carboxilato de la metionina y con el oxigeno O3’ del cofactor. En esta posicion, el
nitrégeno esta a 7 A de su conformacion libre.

La union del a-carboxilato al asa de asparagina y el reacomodo de Asn69 tienen una gran
influencia sobre la topologia general de la proteina. El residuo Met95, adyacente a Asn69 en la
conformacion abierta, sigue el movimiento de la cadena lateral de Asn69, desplazamiento que coloca
al azufre a 6.5 A de su ubicacién anterior. El subdominio N-terminal (87-131) se mueve de manera
conjunta como un cuerpo rigido: rota unos 13° hasta crear una red de puentes de hidrégeno con el
grupo o-carboxilato de la L-metionina. Esta rotacion no altera la topologia general del dominio N-
terminal. A excepcion del cambio en el asa de asparagina, la reestructuracion es un movimiento del
subdominio 87-131 del N-terminal sin cambios localizados en ninguno de los dos dominios. El arreglo
del subdominio acerca a varios residuos apartados en la conformacion abierta. Se forman nuevos
puentes de hidrégeno y se establecen interacciones hidrofébicas entre el C-terminal y el subdominio

reposicionado. La cadena lateral de la L-metionina forma interacciones no polares con sus
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contrapartes de Asn69 y Met119. Ahora, el sustrato se encuentra oculto al interior de la proteina y el
sitio activo se vuelve inaccesible para moléculas grandes. Queda sélo un pequefio canal por el que
pueden pasar moléculas pequefias como sulfato (el segundo sustrato) o acetato (el primer producto

de la reaccion).
b)
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Figura 10 Sobreposicion de las estructuras loas-1d6s en las regiones a) N-terminal y b) C-
terminal. Las flechas indican las zonas de mayor modificacion. Parte superior izquierda: bisagra
del N-terminal y a la derecha las asas del mismo dominio que circundan el sitio catalitico. En
verde la cisteina y en amarillo el pridoxal fosfato.

SELECCION DE GRUPOS PSEUDO-RIGIDOS PARA EL AFINAMIENTO TLS

Para ambas estructuras tomamos como control el considerar a todas las cadenas (A, B, Cy D de
1fcj y Ay B de loas) como un solo grupo, seleccién a la que llamamos 1G. Otra seleccién consistio
en considerar a cada cadena como un grupo pseudo-rigido; 4G en el caso de 1fcjy 2G en el caso de
loas. También tomamos los dominios estructurales N (residuos 1-14, 34-156) y C-terminal (residuos
15-33, 157-302) de cada cadena como un cuerpo pseudo-rigido, lo que en 1fcj produjo 8 grupos y en
loas 4 grupos, seleccion que recibid el nombre de ¥z (Fgura 11 a)). Las dos selecciones restantes
de pseudo-rigidos fueron las resultantes del programa Dyndom para las estructuras loas y 1fcj. En el
caso de loas el dominio fijo se compone de los residuos (1-57, 74-77, 142-302), las bisagras por los
residuos (58-66, 68-73, 79-89, 139 -141) y el dominio mévil por los residuos (67, 90-138). Esta
seleccion recibié el nombre de DDoas (Figura 11 b)). Siguiendo el mismo orden los dominios del
depdsito 1fcj se compusieron por los residuos (1-58, 144-302), (59-64, 67-88, 142-143) y (65-66,
89-141), seleccion identificada como DDfcj (Figura 11 c)).
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Figura 11 Seleccion de grupos realizada para la O-acetilserina sulfidrilasa. a) %2, b) DDoas y c)
DDfc;j.

AFINAMIENTO TLS

Lo primero que observamos de los resultados de los afinamientos de 5 ciclos (Tablas 7a) y 7b))
es que se reduce mas el error en la estructura 1oas que en la 1fcj. La estructura depositada con
clave loas reporta valores de R= 17.2% y Rye.= 20.0% que en la mejor de las selecciones (DD) se
reduce hasta poco mas de 3 puntos porcentuales tanto en R como Rye. En cambio para la
depositada con clave 1fcj R= 20% y Rgee= 24.6% el mejor resultado (8G 1/2) muestra una reduccion
de poco més de 1 unidad porcentual en ambos valores. El mejor resultado es 8G %2 porque aunque
tiene una R ligeramente mayor que DD, en Ry Y FOM tiene mejores porcentajes. En los dos casos
tras el afinamiento isotropico se reducen los valores originales. En 1fcj la diferencia en R entre el
isotrépico y la mejor seleccién es de apenas 0.69 unidades porcentuales, mientras que en loas
alcanza las 2.07 unidades porcentuales. Para Rgee OCurre lo mismo: en 1fcj la diferencia es menor de

1 unidad porcentual y en 1oas de poco mas de 2 unidades porcentuales.

Tablas Afinamientos isotrépico, TLS y anisotropico; 5 ciclos de TLS por 5 de maxima similitud.
a) Estructura 1fcj b) Estructura loas

Grupos R (%) R iree (%) FOM (%) Grupos R (%) R free (%) FOM (%)
Isotrépico 19.63 24.28 82.51 Isotropico 16.21 19.21 83.23
1G 19.62 24.22 82.46 1G 14.24 17.17 85.74
4G 19.03 23.27 83.50 2G 14.25 17.15 85.87
DDfcj 18.92 23.34 83.50 DDoas 14.14 16.91 86.06
1/2 18.94 23.19 83.58 1/2 14.22 17.01 85.90

La convergencia del afinamiento se alcanzé a los 10 ciclos (Tablas 8a) y 8b)). En la estructura
1fcj la seleccién en la que tomamos como grupos a cada dominio N y C-terminal de cada cadena
tiene mejores valores de R que DD, pero no de Rgee Ni de FOM. Por eso ahora consideramos que la
mejor representante es DD. En 1oas las tendencias se mantienen: un grupo aparte del isotrépico con
valores considerablemente menores en las Rs y considerablemente mayores en FOM, con DD como

la mejor seleccién con los mejores porcentajes en los tres estadisticos.

Tablas 5 Afinamientos isotrdpico, TLS y anisotrépico; 10 ciclos de TLS por 10 de maxima similitud.
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a) Estructura 1fcj

b) Estructura loas

Grupos R(%) | Riee (%) | FOM(%) Grupos R(%) | Riree (%) | FOM(%)
Isotrépico 19.52 24.37 82.44 Isotrépico 16.17 19.37 82.94
1G 19.39 24.00 82.70 1G 14.17 17.06 85.90
4G 18.80 23.15 83.69 2G 14.14 17.11 85.98
DD 18.72 23.06 83.80 DD 13.98 16.90 86.28
1/2 18.67 23.15 83.78 4G 1/2 14.10 16.97 86.03

Con la intencién de analizar los resultados de los afinamientos y encontrar algunas diferencias
significativas en las estructuras representamos en tres dimensiones cada modelo con sus elipsoides
térmicos (Figura 12).

a)

b)

)

Figura 12 Representacion de los elipsoides anisotrdpicos producto del afinamiento por tensores
TLS, en tres selecciones de grupos distintas del depdésito 1fcj. A) Afinamiento isotrépico, b)
afinamiento TLS con la seleccion %2 y ¢) afinamiento TLS con la seleccién DD.
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La representacion de los elipsoides es consecuente con la distribucién de los valores B. Es
evidente que la zona de mas flexibilidad se encuentra en el N-terminal y que las cadenas B 'y C
presentan Bs mayores que las cadenas A y D en la misma regién. Ademas los ejes mayores de los
elipsoides en color rojo y amarillo del N-terminal parecen desplazarse conjuntamente hacia el C-
terminal, movimiento que tiende a juntar los dominios cerrando la interfase.

En las cadenas A y D (Figuras no mostradas) de la estructura 1fcj el movimiento es menor debido
a la accion del inhibidor en la primera y a los contactos con el N-terminal de la cadena C.

Cuando graficamos el patron de distribucién de Bs del depésito original junto a los de la mejor
seleccion (DD) (Grafica 3) observamos un ligero aumento en los valores de B en los residuos 92-97
y 114-120 de las cadenas B (3-5 A? promedio; 6 en el 94 A? y 11 A% en el residuo 116) y C (10 A% en
promedio; 16 A?en el residuo 94 y 19 A% en el residuo 116). Esto quiere decir que la contribucién de
los grupos en que se encuentran esos residuos es mayor en esas zonas que en las demas, en las
gue practicamente no hay cambio. O lo que es lo mismo, la componente oscilatoria se concentra en
estas regiones.

Distribucion de valores B tras el afinamiento por tensores TLS (1fcj)

- \ 1fcjA
70 1fcjB
1fcjic
VL \ 11D
o A R ( \ DDA
X R, | \. DDB
/ v\ ‘,\ﬁ | f\ | DDC

i) Al

\\ DDD

Valor B (A%

200 220 240 260 280 300 320

160 . 180
Residuo

Grafica 3 Distribucién de los Bs en el depdsito original y tras el afinamiento TLS con la
seleccion DD.

En el caso del depdsito loas se mantienen los mismos patrones de oscilacion. La interfase
dimérica, junto con la zona interna de la proteina, es la region que presenta los valores térmicos mas
bajos. Las zonas de mayor vibracion, en la representacion tridimensional de los elipsoides (Figura
13) es la de los residuos 115-140 y 214-222, junto con la region 52-68 topolégicamente adyacente a
la primera. También se mantiene la direccionalidad de los ejes mayores de los elipsoides que va
desde uno de los dominios estructurales hacia el otro. Esa direccién de los elipsoides tiende a
aproximar a los dominios N y C-terminal y cerrar la interfase, posicionando a los aminoacidos

involucrados en la union de ligandos y en la catdlisis. Las flechas en la Figura 13 muestran la
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direccion del movimiento de los ejes mayores de los elipsoides en la cadena A de la seleccion de
pseudo-rigdos DD.

a)

IsotropicoA IsotrépicoB

b)

<)

Figura 13 Representacion de los elipsoides anisotropicos producto del afinamiento por tensores
TLS del depésito 1oas: a) afinamiento isotrépico, b) afinamiento TLS de la seleccion %2y c)
afinamiento TLS de la seleccién DD.

La contribucion de los cuerpos pseudo-rigidos se manifiesta en aumentos significativos de los
valores de temperatura en algunas regiones de la proteina. En especial la regiéon 113-120 de la
cadena A muestra un aumento de 10 A% en promedio y de 22 A en el residuo 116. En el residuo 60
también hay un incremento de 10 A%, mientras que en el 192 de la cadena B es de 8 A% En los

residuos 136-139 el maximo cambio se observa en el aminoacido 134 con un valor de B 13 A? mayor
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al original (Gréfica 4). Excepto el que ocurre en un asa del C-terminal, residuos 186-201, todos los

cambios ocurren en la zona del cambio conformacional.

Distribucion de valores B tras el afinamiento por tensores TLS (1oas)
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Gréfica 4 Distribucién de los Bs en el depdsito original y tras el afinamiento TLS con la
selecciéon DD. En color naranja, sobre el eje x, las zonas con mayor diferencia.

También en este modelo podemos decir que los datos cristalograficos experimentales contienen
informacion oscilatoria relacionada con el cambio conformacional y en consecuencia con la actividad
enzimatica.

La representacion de los elipsoides muestra que el dominio N-terminal de las estructuras libres
oscila en direccion del cambio conformacional, tendiendo a reducir la cavidad interdominios. La
comparacion con la estructura cerrada hace suponer que la presencia de la L-metonina establece
interacciones con residuos del sitio activo; en especifico una red de puentes de hidrégeno con los
residuos Pro67-Thr68-Asn69-Gly70 del asa de asparagina que estabilizan la conformacién cerrada. El
subdominio N-terminal (87-131) se mueve de manera conjunta como un cuerpo rigido: rota unos 13°
hasta crear una red de puentes de hidrégeno con el grupo a-carboxilato de la L-metionina. En
concreto la nueva posicién del subdominio N-terminal (87-131) ha rotado como un cuerpo rigido
cerca de 13° en comparacion con estructura nativa. La importancia del reacomodo radica en que el
nuevo arreglo del subdominio acerca a residuos involucrados en la catalisis y unién de ligandos que
en la conformacion abierta estarian muy apartados. Por Ultimo se establecen interacciones
hidrofébicas (el inhibidor L-metionina con Asn69 y Metl119) entre el C-terminal y el N-terminal que
cierran la cavidad a la entrada de moléculas grandes, quedando sélo un pequefio canal por el que
pueden pasar moléculas pequefias como sulfato (el segundo sustrato) o acetato (el primer producto

de la reaccion).
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TRANSPORTADOR SECA

Cerca del 30 por ciento del proteoma de cualquier organismo esta destinado a membrana y
polipéptidos secretados. Hasta la fecha han sido descritas mas de siete rutas distintas para la
exportacion de proteinas tan sélo en el dominio bacteriano. De ellas, la via Sec (por secrecién) es
esencial, ubicua y responsable de la biogénesis tanto de membrana como de pared celular,
secrecion de polipéptidos (p. €j. enzimas hidroliticas), toxinas, moléculas sefializadoras y apéndices
de anclaje y de movimiento*. La exportacién de proteinas secretorias es un proceso postraduccional
de tres etapas. Comienza con la unién de la pre-proteina a la chaperona de exportacién SecB®,
posteriormente SecA actlla como receptor reconociendo los dominios lider y maduro de la
preproteina® y epitopes de la chaperona SecB®. EIl complejo formado se une a su vez a la
translocasa, cuyos principales componentes son las proteinas transmembranales SecY, SecE y
SecG quienes forman el canal conductor o poro SecY, asi como con la chaperona SecB y la ATP4s,
SecA®. La unién (segunda etapa) activa la funcion de ATPasa de SecA”’. La energia de union ATP-
SecA conduce la translocacion de un segmento corto de la pre-proteina al interior del canal mientras
gue la hidrélisis de ATP libera a SecA del complejo, dando paso a la fase de translocacion mediada
por la fuerza protén-motriz Apy+ membranal. La repeticion de este ciclo concluye el proceso®. La
tltima etapa involucra la remocion del péptido sefial por peptidasas lider y el plegamiento adecuado
consecuente de la cadena en el exterior de la membrana.

Debido a que la estructura del canal SecY® de E. coli sugiere que no puede unirse a SecA, las
explicaciones alternativas, como la participacion de otras proteinas, habian tomado fuerza hasta que
distintas conformaciones de la ATPasa combinados con datos experimentales han apoyado la
formacion del complejo. Lo que queda claro ahora, es que SecA sufre varios cambios de
conformacion acoplados a la interaccion con sus ligandos y que el movimiento de dominios
conducido por la actividad de ATP,s, Y la interaccion con ligandos son necesarios para la exportacion

del polipéptido al periplasma*®.

ESTRUCTURA

El nacleo de SecA estd formado por un par de plegamientos de unién a nucleétidos (NBF, del
inglés nucleotide binding fold) del tipo F1 nombrados NBF1 (14-223, 353-396) y NBF2 (397-572).
Entre las dos subunidades NBF, en la interfase, se encuentra el sitio de alta afinidad para ATP. La
funcion que desempefia el ATP en esta molécula parece ser el adecuado empaquetamiento o
posicionamiento de los dominios NBF1 y NBF2. Uno con respecto al otro tienen el mismo
plegamiento a excepcion de las sustituciones de un meandro en la subunidad NBF2 por el a hélice
gue conecta las cadenas 4 y 5 de la hoja 3 central y de la cadena 7 paralela de la misma hoja 3 por
una antiparalela. Las laminas centrales, en ambos plegamientos, tienen el patrén caracteristico de

una interdigitacién de cadenas 3 comun en ATPasas (por ejemplo F1 y RecA). En NBF1 la secuencia
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consenso Walker A forma la estructura asa P-hélice que une los fosfatos a 'y B del ATP, mientras
qgue la secuencia Walker B forma una cadena B hidrofébica que concluye en Asp207 que hace
contactos con el cofactor Mg?*. El residuo Glu208 es el principal candidato a ser el residuo catalitico
en la hidrdlisis del fosfato y del ATP. Los equivalentes topoldgicos a las secuencias Walker Ay B en

NBFII contactan con la ribosa y el fosfato y del ATP.

Figura 14 Estructura del transportador SecA y sus cinco dominios sefialados.

En el otro extremo topoldgico hay dos dominios que participan en el entrecruzamiento de SecA
con las apoproteinas. Han sido denominados residuos PPXDC y PPXDN (del inglés preprotein cross-
linking domain, la C y N finales corresponden respectivamente a los carboxilo y amino terminales).
Ambos pertenecen al segmento lineal insertado entre las cadenas cinco y seis de la hoja 8 central de
NBFI. El carboxilo terminal se estructura en dos dominios a helicoidales (a helical). Uno de ellos
formado por tres a hélices antiparalelas, con parecido a algunos coiled coils a helicoidales, recibe el
nombre de HSD (a helical scaffold domain). Entre las hélices 1 y 2 y unido débilmente a HSD se
inserta la subunidad de plegamiento HWD (a helical wing domain), juntas forman un fragmento de
unos 30 KDa resistente a proteasas sélo cuando forman complejo con SecYEG'®. Los Ultimos 22
residuos del carboxilo terminal, rico en cisteina, son un dominio de unién a Zn que interactla tanto
con fosfolipidos como con la chaperona SecB'®. En las interfases PPXD-HSD/HWD y NBFI-NBFII-

HSD se encuentran dos sitios potenciales de union a fosfolipidos y pre-proteina.
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ESTRUCTURAS DE SECA DEPOSITADAS EN EL PDB

Hay 6 estructuras completas del transportador SecA” en el PDB. Destaca la de clave 1tf5 por
estar depositada como la forma abierta de SecA e incluir factores de estructura y por supuesto por la
alta resoluciéon en comparacién con las otras estructuras. El depésito 1m74 esta en la misma
conformacion que 1me6n. Seleccionamos esta Ultima porque tiene mayor resolucion y valores
similares de R y Ryee. LO Mmismo ocurre con 1tf2 que se encuentra en la misma conformacién que 1tf5
pero, aunque con R menor, la diferencia entre R y Ryee €S de 6.4 puntos porcentuales, mayor a los 5
gue establecimos como criterio de exclusién. Por ello utilizamos a 1tf5 para el afinamiento posterior.
Es importante mencionar que los depésitos 1m6én y 1tf5 corresponden a conformaciones distintas y
ambas tienen depositados los factores de estructura. La molécula 1tf5 esta depositada como forma
abierta, por lo que debemos suponer que la conformacion de 1mén es la equivalente a la forma
cerrada. Sin embargo la Unica diferencia entre 1tf5 y 1m6n son los iones sulfato en la segunda. La
presencia del ADP no parece estabilizar ninguna de las dos conformaciones, pues 1m74 es muy
parecida a 1mé6n (r.m.s.d= 0.5 A) y 1tf2 a 1tf5 (r.m.s.d= 0.28 A). En el caso de los depdsitos de M.
tuberculosis, ademéas de ser la misma conformacion ninguna de las dos moléculas (1nkt y 1ni3)

tienen depositadas factores de estructura por lo que quedaron descartadas.

Tabla 6 Dep6sitos en el PDB del Transportador SecA.

Clave Organismo Grupo R (%) R free (%) Resolucion [A] Undidad Ligandos
PDB espacial asimeétrica
1m6n Bacillus subtilis P3;12 22.0 30.1 2.7 Mondémero SO,
1m74 Bacillus subtilis P3:12 21.7 29.1 3.0 Mondémero S04, Mg,
ADP
1nkt Mycobacterium P6,22 21.6 26.5 2.6 Dimero Mg, ADP
tuberculosis
1ni3 Mycobacterium P6:22 19.6 25.9 2.8 Dimero | = -
tuberculosis
1tf2 Bacillus subtilis Ccl21 22.8 29.2 2.9 Mondémero Mg, ADP
1tf5 Bacillus subtilis Ccl21 24.1 27.3 2.18 Monémero | = -------

DISTRIBUCION DE LOS VALORES B

La primera observacion que surge de la grafica de distribucion de valores térmicos de los
depdsitos de SecA es que la estructura 1m6n tiene valores de B mucho mayores que los de 1tf5, la
reportada como forma abierta. Por ello no podemos considerar a 1m6n como la forma cerrada de la
estructura, sino que nuestra teoria indicaria lo contrario: la molécula que mas oscila (1mén) es la
forma abierta, mientras que la que tiene valores menores de B es la cerrada. Las zonas de mayor
flexibilidad en 1m6n se encuentran en cuatro regiones: 235-290, 300-349, 370-576 y 610-736,
mientras que en 1tf5 en dos: una que se superpone parcialmente con la primera de 1m6n (235-266)
y la otra que coincide completamente con la zona C-terminal mas flexible de la misma estructura. En

1tf5 la region 370-576, que coincide con el dominio estructural NBF2, parece haberse estabilizado si

® Otros cuatro depoositos son fragmentos
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la comparamos con el patron de 1mé6n. Puede ocurrir lo mismo en la zona 275-349 en la que los
valores de B rondan los 50 A?, valor considerablemente menor a los presentes en las zonas mas

flexibles, en las que se alcanzan valores mayores de 80 A% que, en 1m6n, se mantienen por encima
de 100 A? (Gréfica 5).

Distribucion de factores B en las dos conformaciones de SecA
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Grafica 5 Distribucion de valores B en las dos conformaciones de SecA. Las marcas naranjas
sobre el eje X indican las zonas de mayor flexibilidad. Los colores amarillo, azul verde y azul
claro representan los dominios que se representan en el plegamiento en la figura 15 b).

Dadas las diferencias en resolucion de la estructura 1tf5 (2.18) y 1m6n (2.7) y la diferencia de 8.1
puntos porcentuales entre los valores de R y Rgee del segundo es posible que la diferencia en los
valores térmicos sea un problema estadistico. Esto se confirma cuando revisamos la proporcion
datos/parametros en cada archivo. El modelo de 1m6n tiene una proporcion datos/pardmetros de
1.02; con 32,620 reflexiones por 32,000 parametros (800 residuos). Los datos experimentales de 1tf5
dan una proporcion de 1.72; resultado de 53,135 reflexiones y 30960 parametros. Esa diferencia

puede explicar las diferencias tanto en los valores de R y Rqee cOmo en la distribucién de los valores
de temperatura.

SOBREPOSICION DE ESTRUCTURAS

La sobreposicion global (de los Ca) de la conformacién abierta (1tf5) con 1m6n (780 atomos) dio
como resultado r.m.s.d.= 10.014 A. Se sobrepuso a cada uno de los dominios estructurales para
observar su comportamiento tras el cambio de conformacion. Los dos dominios de unién a
nucledtidos fueron los que presentaron un cambio menor de una conformacion a otra. El NBF1 (14-

223, 353-396) superpone con una desviacion de 1.33 A cuando se superpone todo el dominio, un
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valor considerablemente alto. Al excluir a los residuos 14-17, 207-223 y 353-358 se obtiene una
desviacion de 0.56 A. Si s6lo se superpone la zona 17-206, 353-375 y 385-396 la desviacion es de
0.49 A. El valor mas bajo se obtiene al comparar la region continua 17-206: r.m.s.d.= 0.37 A. La
sobreposicion del dominio NBF2 (397-572) presenta una diferencia de 1.39 A. Si excluimos a los
residuos amino terminales 543-572 el valor se reduce a 0.64 A. La unién de los dos dominios de
unién a nucleotidos (17-206, 360-396 y 397-542) significa una diferencia considerablemente baja
(r.m.s.d.= 0.62 A), si consideramos las diferencias particulares entre cada dominio (Figura 15 a)).

La hélice que atraviesa la molécula de extremo a extremo sugiere dos secciones: una que se
mantiene sin o con pocos cambios (573-597, r.m.s.d.= 0.38 A) y otra, la mas lejana a los NBFs (598-
618), que se modifica considerablemente de una conformacion a la otra (r.m.s.d.=0.95 A).

Los dominios PPXD y HSD-HDW son los que mas cambian de una conformacion a la otra. La
sobreposicién de PPXD (224-352) da como resultado 2.33 A, mientras que la de HSD-HWD (619-
780) resulta en 2.37 A. En ninguna de las anteriores se obtienen mejoras significativas cuando se
excluyen regiones del dominio.
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Figura 15 a) Sobreposicion de las estructuras 1mén (azul) y 1tf5 (rojo) en los dominios NBF1 y
NBF2. b) Ejes y angulos de rotacién de los dominios PPXD y HWD reportados por Osborne et
al.

CAMBIO CONFORMACIONAL

La conclusion que surge de superponer las dos conformaciones (1tf5 y 1m6én) es que los dominios
NBF1 y NBF2 se mantienen sin alteraciones globales significativas, son esencialmente idénticos en
los dos modelos. En contraste, los otros dominios son secciones de cambios significativos. El mas
notable de ellos es la rotacién de cuerpo rigido de ~60° del PPXD'®. La bisagra sobre la que gira se
encuentra alrededor de los residuos 226 y 348, en las dos cadenas que conectan a PPXD y NBF1.

La rotacién de PPXD trae como consecuencia la ruptura de la interfase porosa que formaba junto
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con HSD y HWD vy la posterior formacion de un gran surco entre los tres dominios. Juntos, los
dominios HSD y HDW, rotan 15° en relacién a su posicion en 1mé6n. Aunado a su rotacién, HSD se
desplaza una distancia de casi 2 A en direccion de NBF2. Puesto que los cambios conformacionales
no ocurren en los dominios NBF se puede concluir que no son reacomodos dependientes de

nucleoétidos.

SELECCION DE GRUPOS PSEUDO-RIGIDOS PARA EL AFINAMIENTO TLS

La seleccion de grupos pseudo-rigidos se hizo de la misma manera que en los casos anteriores.
Toda la molécula como un solo grupo constituyo la seleccién 1G. El programa Dyndom dio como
resultado a los residuos [0-7 , 14-230, 350-780] formando el dominio rigido, una bisagra [231-232
348-349] y un dominio movil [233-347], todos dentro del conjunto nombrado DD. El conjunto de los
grupos que resultaron de la sobreposicidn de las estructuras en el programa O recibié el nombre de
Sobreposicion, dividido en los siguientes ocho grupos: [0-7], [14-37], [38-216, 357-571], [226-350],
[217-225, 351-356], [572-620], [621-706] y [707-780]. Basados en la sobreposicion de dominios que
hacen Osborne et al.*® se construy6 la seleccion Opaper que consiste en los grupos [0-7], [14-37], [38-
56], [57-217, 357-540], [218-225, 351-356], [226-350], [541-571], [572-620], [621-706] y [707-780].
Partiendo del anterior, juntamos la hélice que atraviesa toda la molécula a lo largo con las dos
hélices del dominio estructural HSD para formar el conjunto Ojgintedneiix, iId€ntico al anterior excepto
por la fusién de [572-620] y [707-780] en el grupo [572-620,707-780]. La ultima divisién de grupos
fue la denominada ciqo, que recibe ese nhombre porque la molécula se dividié en un grupo cada 100
aminoacidos ([0-7, 14-100] [101-201] [202-302] [303-403] [404-504] [505-605] [606-706] [707-780]).

La Figura 16 muestra todas las selecciones de cuerpos pseudo-rigidos.

DD Sobreposicién

El residuo O corresponde a una histidina, parte de la cola que se utiliza para purificar proteina y que no fue proteolizada.
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Ojointedhelix c100
Figura 16 Seleccion de grupos realizada para el transportador SecA.

AFINAMIENTO TLS EN REFMACS

Al igual que en los casos anteriores, comparando el depdsito original con el afinamiento TLS los
valores de R y Rgpee (24.1 y 27.3 respectivamente) se reducen en 2 puntos porcentuales (Tabla 7).
Excepto la seleccion 1G, todas las demas tienen valores de R y Ryee menores de 1 punto porcentual
si los comparamos con el isotrépico realizado en refmac. Después de los 5 ciclos de afinamiento la
seleccion de la que se deriva el mejor modelo es Opqper PUes, aunque con poca diferencia, tiene los
valores més bajos en los residuales y el mas alto en la figura de mérito. Le sigue de cerca la
seleccion sobreposicion, seguida de cerca por las selecciones Cigo Y Ojointednelixes- El @finamiento de
toda la molécula como un solo grupo resulta en una diferencia de 0.68 puntos porcentuales en R,
0.79 en Ryee ¥ 1.21 en FOM, valores significativamente mayores que los obtenidos para las demas

selecciones.

Tabla 7 Afinamientos isotrépico, TLS y anisotropico; 5 ciclos de TLS por 5 de méaxima similitud.

Grupo R (%) Riree(%) FOM (%)
Isotropico 22.08 25.95 81.01
1G 21.26 25.21 82.37
Sobreposicion 20.72 24.54 83.38
DD 20.90 24.82 82.80
Ojointedhelixes 20.76 24.56 83.26
Opaper 20.58 24.40 83.58
Cio0 20.77 24.58 83.12

Después de los 10 ciclos alcanzamos la convergencia de los estadisticos y encontramos
resultados diferentes de los anteriores (Tabla 8). Aunque el valor de R del isotrépico disminuye 0.10
puntos porcentuales, aumenta el de Rgee €n 0.6 y disminuye la FOM en 0.67. Una divergencia similar
ocurre con el control 1G; disminuye 0.32 puntos porcentuales en R, pero aumentan tanto Rgee (0.25
puntos porcentuales) como FOM (0.13 puntos porcentuales). Los valores siguen reduciéndose en las
demas selecciones de pseudo-rigidos de forma tal que ahora la mejor seleccion es Sobreposicién,

SegUida de Cioo, Opaper, Ojointedhelixes y DD.
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Tabla 8 Afinamientos isotrépico, TLS y anisotrépico; 10 ciclos de TLS por 10 de maxima similitud.
Grupo R(%) Riree(%0) FOM (%)

Isotrépico 21.98 26.55 80.44

1G 20.94 25.46 82.24

Sobreposicién 20.37 24.49 83.51

DD 20.68 24.83 82.81

Ojointedhelixes 20.60 24.81 83.11

Opaper 20.50 24.42 83.40

C100 20.39 24.52 83.25

Consecuente con la distribucién de valores térmicos del archivo 1tf5, el dominio HWD es el que
presenta los valores mas altos. La representacion tridimensional de los elipsoides, en la seleccion de
grupos Sobreposicién, nos muestra que los ejes mayores coinciden con un desplazamiento del
dominio con direccion tal que tenderia a cerrar el surco formado con la interfase del dominio HWD.
La otra zona de alta flexibilidad se encuentra en el dominio PPXD. También en esta region los ejes
mayores de los elipsoides en rojo de la parte inferior parecen desplazarse en direccion de NBF2.
Mientras que la direccion de rotacion de HWD se conserva en todas las selecciones de pseudo-
rigidos y coincide con el cambio de conformacién descrito en la literatura’®, la situacién se complica
en PPXD, pues la direccién de desplazamiento no tiene nada que ver con el cambio conformacional

y desaparece en la seleccion Ciop.

C100
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Figura 17 Representacion de los elipsoides anisotropicos de acuerdo al valor de B en la
molécula 1tf5 después del afinamiento por tensores TLS de la seleccion Sobreposicion.

Cuando analizamos la Grafica 6 observamos que la distribucion de Bs en el dominio PPXD (224-
352) no parece la de un cuerpo pseudo-rigido que oscila de manera conjunta. Mas bien se distinguen
dos zonas: una de alta (234-266) y otra de baja (275-349) vibracion. Los elipsoides de esa regidn no
muestran una direccion clara (cuadro punteado Figura 17). Lo mismo ocurre con el dominio HWD.
Aunque en este Ultimo el color rojo de los elipsoides del dominio indica que el valor de los Bs y por lo
tanto de las oscilaciones es mayor. La diferencia en los valores de B en la porcidon 275-349 podrian
explicarse por una estabilizaciéon causada por contactos cristalinos entre los residuos 322-325 de una
molécula y 158-160 de su vecino cristalografico (Figura 18).

Como no es clara la direccion de las oscilaciones decidimos analizar los valores de los tensores
para cada grupo en particular buscando mas informacién sobre las oscilaciones en SecA. Por los
bajos valores del tensor T (en promedio menores que una décima de 1 A) en cada uno de los grupos
podemos decir que en general los movimientos se restringen a libraciones (datos no mostrados o
Apéndice). Los valores mas altos del tensor de libracion (L), en las selecciones Sobreposiciéon y
Ci0o0, S€ encuentran en los residuos 226-350 y 621-706 que se superponen con los dominios
estructurales PPXD y HWD respectivamente. Lo mismo encontramos en la seleccion C,q, €n la que
los valores mas altos del tensor de rotacién corresponden a las regiones 202-302, 404-505 y 607-
707. Topoldgicamente sobreponen con PPXD, NBF2 y HWD.

La representacion grafica de los ejes de libracion, con longitud proporcional a la magnitud, permite
observar las direcciones predominantes. Asi pues para poderlos localizar corrimos de nuevo el
andlisis con TLSANL s6lo que ahora con la opcion de ejes representables en Molscript®. En la
Figura 18 vemos que la direccion predominante de la libracion en el dominio HWD coincide con el
esperado para el cambio de conformacién. En tanto que la del dominio PPXD el eje principal de
libracion se encuentra perpendicular al que esperariamos resultase en el cambio conformacional que
hemos descrito anteriormente. Sin embargo hay otro eje de libracién, de magnitud considerable, que
corresponde a la bisagra que conecta a PPXD con NBF1. Una libracién de esa hoja 3 sobre ese eje

afectaria directamente la posicién de PPXD.
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Figura 18. Ejes de libracién del afinamiento TLS de la seleccién sobreposicion.

Como mencionamos en el apartado de cambio conformacional, los dominios NBF1 y NBF2 se
mantienen sin cambio significativos entre la estructura abierta y cerrada. La rotacion del dominio
PPXD, que rota ~60° de una conformacién a la otra, es ocasionada primordialmente por el giro de la
bisagra 217-225 y 351 356 posiciondndolo més cerca de HWD. Dicha rotacion rompe la interfase
porosa que formaba con los dominios HSD y HWD, formando un gran surco entre los tres dominios.
El dominio HDW rota 15° con respecto de su posicién en 1m6n. Esos movimientos podrian ser los

responsables de la exportacién de los pre-péptidos hacia el periplasma.

UDP-N-ACETILGLUCOSAMINA ENOLPIRUVIL TRANSFERASA (EPT)

El paso inicial en la sintesis de mureina, el componente mas abundante de la pared celular
bacteriana, es la transferencia del grupo enolpiruvil, con el fosfoenolpiruvato (PEP) como donador, al
3-hidroxilo (3-OH) de la UDP-N-acetilglucosamina (UDP-GIcNAc). La reaccidon es catalizada por la
enzima UDP-N-acetilglucosamina enolpiruviltransferasa (EPT; E C 2.5.1.7). Como producto de la
actividad enzimatica se obtiene 3-enolpiruvil éter de enolpiruvil-UDPGIcNAc (EP-UDP-GIcNAc). La
formacion del azdcar mureina se completa tras la reduccion de este producto al 3-lactiléter UDP-
MurNAc catalizada por la flavoenzima MurB'®. El grupo lactil carboxilo libre de UDP-MurNAc sirve

como sitio de union para la porcién peptidica de la pared celular.

oH OH
0
H H
HO NH 0 NH i
—F + Pi
AO\UDP < /l\o\unp
o co; o

00 PO;"
UDP-GIcNAc PEP EP-UDP-GIcNAc

Figura 19 Primera reaccion para la sintesis de mureina: transferencia del enolpruvil a la
UDP-GIcNAc con la consecuente formacion de EP-UDP-GIcNAC.
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La reaccion catalizada por la EPT es mecanicamente inusual pues involucra el ataque en la
posicion electrofilica C, del PEP causando la ruptura del enlace C-O, siendo lo mas comun en las

enzimas dependientes de PEP la transferencia o donacién de un grupo fosforilo™®.

ESTRUCTURA

La EPT es una proteina de 419 residuos de aminoacidos plegada en dos dominios globulares casi
esféricos, con radio aproximado de 20 A, constituidos por seis o-helices y tres hojas B de cuatro
cadenas, unidos por una bisagra de doble cadena (Figura 20). El 33% de los residuos de
aminodacidos se encuentra en las hélices mientras que en las hojas B se distribuye el 26% restante.
Tanto el C como el N terminal se encuentran en el dominio | (residuos 1-17, 232-419), dominio
formado en su mayoria por residuos de la porcion C-terminal. EI dominio Il, o porcién N-terminal,
comprende los residuos 22-227. La uniéon de ambos dominios esta mediada por los segmentos 18-21

y 228-231 de cuatro amino&cidos cada una.

-

Figura 20 Estructura tridimensional de la unidad biolégica de UDP-N-Acetil-glucosamina-
enolpiruvato transferasa.

La caracteristica topologica mas interesante de esta estructura es que consiste en la repeticion de
seis subdominios o unidades de plegamiento. Cada unidad consiste de una hoja B de cuatro
cadenas, dos paralelas (B1 y B2) y dos antiparalelas (B3 y B4) y dos a-helices paralelas (al y a2)
(Figura 21). Tres de los subdominios se forman por segmentos contiguos (Ic, 1lay I1c), mientras
gue en los tres restantes una cadena de la hoja B no es adyacente en la estructura primaria de la
subunidad (corresponden a los residuos 3-8 B4 de la=antiparalela, 13-17 B1 de lIb=paralela y 224-
227 B1 de 1lb=paralela). Por lo tanto cinco de seis cadenas antiparalelas estan unidas por hairpin
loops. La excepcion es la unidad 1la en la que las antiparalelas se unen a través de un asa de 5
residuos (207-211), la conexién correspondiente en las unidades 11c (140-141), Ic (349-350), 1b
(276-278) y 11b (67-69), son hairpin loops de dos y tres residuos respectivamente.
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Figura 21 Topologia de EPT. Se muestra la repeticion de las 6
unidades de plegamiento que comprenden los elementos 1, al,
B2, a2, B3 y B4. Las unidades son nombradas la-Ic y lla-lic de
acuerdo a su ubicacion en el dominio respectivo. Las loops con giro
de las unidades la, Ib y llc simbolizan a-helices de un solo giro. El
namero de aminoécido indica el inicio o fin de los elementos de
estructura secundaria.

Los nucleos de ambos dominios comprenden a helicesl rodeadas por 3 a helices2 con caras
accesibles al solvente, y las tres hojas f de 4 cadenas. Por tanto se puede caracterizar el
plegamiento como un barril a/f dentro-fuera.

Su centro de masa reside en la interfase de los interdominios. El eje z se puede considerar como
un eje de simetria 3 relacionando las subunidades dentro de cada dominio. El eje y relaciona a
ambos dominios por una diada aproximada.

A pesar de la similitud en la estructura secundaria y plegamiento general, el Unico elemento
repetitivo en la estructura primaria es Leu-Xs-Gly(Ala) presente en el asa que conecta la a hélice 2
con la hoja B3, y es, aparentemente el responsable de la unién entre las subunidades.; el grupo
carbonilo de cada cuarto residuo de la secuencia repetida hace puentes de hidrégeno con una amida

de cadena principal de la subunidad adyacente.

ESTRUCTURAS DE EPT DEPOSITADAS EN EL PDB

La busqueda en el PDB arrojé ocho estructuras depositadas, resueltas todas ellas por difraccion
de rayos X, correspondientes a la EPT: seis de Enterobacter cloacae y dos de Escherichia coli
(Tabla 9).

Tabla 9 Depésitos de UDP-N-acetilglucosamina enolpiruvato transferasa.

Clave Organismo Grupo R (%) R free Resolucion Unidad Ligandos
PDB espacial (%) [Al asimétrica
la2n E. coli P321 17.5 2.8 Mondémero TET*
1dlg E. cloacae c121 17.3 19.7 1.9 Dimero PO, AMC*
lejc E. cloacae P21212; 16.7 19.2 1.8 Mondmero PO4, GOL*
lejd E. cloacae cl21 185 20.7 1.55 Dimero PO, HAI*
leyn E. cloacae P2,2:2; 18.0 21 1.7 Monémero 2AN**, GOL
lnaw E. cloacae Cl21 19.7 27 2.0 Dimero HAI
1g3g E. cloacae P12,1 21.7 25.3 2.65 Decahexamero | UDA* EGL*’
luae E. coli P321 18.5 1.8 Monémero FCN*®, UD1**

*'TET.- Analogo fluorinado de UDP-N-acetilglucosamina. **AMC.- aminometilciclohxano. **GOL.- glicerol. **HAL.- ion hidroximetilamonio.
*>2AN.-1-anilino-8-naftaleno-sulfonato. **UDA.- N-acetilglucosamina difosfato . *’ EGL.- etilenglicol. **FCN.- fosfomicina , **UD1.- UDP-N-

acetilglucosamina.
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A pesar de que las dos estructuras de E. coli tienen buena resolucién y valores aceptables de R,
sblo existen en la forma con ligandos ademas de que no presentan factores de estructura, esta
Gltima caracteristica impide el afinamiento de cualquiera de ellas. En cambio, las estructuras lejc y
lejd de E. cloacae corresponden a moléculas libres de ligandos y contienen depositados los factores
de estructura. Aunque sin factores de estructura depositados, la molécula de clave 1g3g corresponde
a la forma cerrada de E. cloacae ofreciéndonos un punto de comparacién para lejc y lejd. La unién

de N-acetilglucosamina uridina bifosfato (UDA) estabiliza a 1q3g en la conformacién cerrada.

DISTRIBUCION DE VALORES B

Los valores B de la estructura 1g3g (Grafica 6) presentan un patron muy diferente y valores méas
altos que las demas. A primera vista las diferencias pueden ser explicadas por su baja resolucion
(2.65 A): al revisar el archivo .pdb notamos que la relacion datos/parametros era muy baja (0.69)
para un afinamiento isotrépico, pues reportan 185,835 reflexiones para una estructura con 16
cadenas en la unidad asimétrica de 419 residuos de aminoacidos cada una, lo que como minimo
requeriria de 268,160 observaciones necesarios (numero aproximado de atomos en la unidad

asimétrica por 4 parametros; tres de posicion y uno térmico).

| Distribucion de valores B
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Grafica 6 Distribucién de los valores B en las estructuras depositadas en el PDB de la UDP-N-
acetilglucosamina enolpiruvato transferasa.

Los patrones de distribucion de las estructuras restantes son bastante parecidos. La estructura
lejd alcanza sus valores mas altos de B en las regiones 74-91 y 109-122. Aunque también esta

depositada como libre de ligandos, la estructura con clave lejc tiene valores mas bajos que las
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demés en el dominio C terminal. En lo que respecta al N terminal su comportamiento se parece
bastante al de 1ejd, pero con valores menores, en particular en la region 109-122, correspondiente al
asa catalitica. Aunque pertenece a otro organismo, podriamos considerar al depésito luae como la
forma cerrada de la estructura pues su patrén de valores térmicos es muy similar a los demas, a
excepcion de la region 110-121: la zona del cambio conformacional. Ademas, su estructura

tridimensional (ver Sobreposicién) y mecanismo de accion®®® son practicamente los mismos.

Comparacion de los valores B en las estructuras abiertas y cerrada
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Grafica 7 Distribucién de los valores B en las estructuras abierta (1ejd) y cerradas (luae y
la2n).

SOBREPOSICION DE ESTRUCTURAS

La sobreposicion de toda la cadena A de la estructura libre (1ejd) con la misma cadena de la
estructura con ligando (1g3g) resulta en una desviacion media cuadrada (r.m.s.d.) de 2.12 A. Un
valor muy cercano se obtiene cuando se superpone el dominio | (residuos 20-229) de la estructura
lejc (r.m.s.d.= 2.02 A)). Al observar la sobreposicion en el programa ‘O’ notamos que la mayor parte
del dominio | superpone muy bien, a excepcién de las regiones 110-121 y 137-144. La primera
corresponde al asa catalitica en la que se encuentra el residuo Cys115 responsable de la unién de
PEP y fosfomicina, mientras que 137-144 es un asa mas corta adyacente a la catalitica en la
estructura tridimensional y que no participa directamente en la union de ligandos ni aporta cadenas
laterales al sitio catalitico. Al excluir estas regiones de la sobreposicion obtuvimos una r.m.s.d.=
0.390 A (Figura 22 a)), mucho menor que las anteriores. De igual forma se realizo la sobreposicion
del dominio Il (1-19, 230-419). Considerando a todo el dominio obtuvimos una r.m.s.d.= 0.584 A
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(Figura 22 b)). Es importante recordar que en este dominio se encuentran las dos regiones, amino y
carboxilo, terminales; las zonas con mayor desorden y vibracion en la mayoria de las estructuras.
Observando la sobreposicién excluimos del siguiente intento a los residuos 1-3 y 415-419 obteniendo
una r.m.s.d.= 0.427 A. La sobreposicién de las cadenas A y B es perfecta (r.m.s.d= 0.00). Cuando
superponemos alguna de las cadenas de lejd con lejc obtenemos una desviacion de 1.22 A, que se
reduce a menos de 0.5 A (0.41 A) si calculamos s6lo en el dominio C-terminal o en el N-terminal
excluyendo 110-121 y 136-144.

Figura 22 Sobreposicion de las conformaciones libre (rojo) y con ligandos (azul) de la UDP-N-
acetilglucosamina enolpiruvato transferasa en a) su dominio amino terminal y b) en la porcién
carboxilo terminal. Las flechas en a) sefialan los sitios que mas se modifican tras la union del
ligando. La flecha de la izquierda sefiala el asa 137-144 y la de la derecha el asa 111-121.

Por la similitud en los patrones de distribucién de las estructuras de E. coli y E. cloacae decidimos
superponer las estructuras abiertas y cerrada de una con otra. La comparacion de las formas
cerradas (1g3g y luae) da una sobreposicién de 0.78 A para todos los residuos. La mayor diferencia
esta en los residuos 111-115 del asa catalitica y la region 134-144 (figura no mostrada). Cuando
fueron excluidos de la sobreposicion obtuvimos una desviacion de 0.47 A. De la sobreposicion luae-
lejd las formas abiertas obtuvimos 0.47 A en el dominio N-terminal (22-109, 122-133, 144-228) y
0.43 A en el dominio C-terminal (229-415). Y para luae-lejc 0.5 A (22-109, 122-133, 144-228) y 0.67
A (229-415).

A pesar de la poca similitud entre las secuencias (21%) de E. coli y E. cloacae su sobreposicion
resultdé muy parecidas a las realizadas entre los modelos de una misma E. cloacae. O incluso mejor

si tomamaos en cuenta que superpusimos un mayor numero de atomos con la de E. coli.

CAMBIO CONFORMACIONAL

La union de ligandos provoca cambios estructurales en ambos dominios. El dominio C-terminal rota
sobre la bisagra en direccién del dominio adyacente. En el dominio N-terminal el asa catalitica
(Pro112-Gly-Gly-Cys-Ala-lle-Gly-Ala-Arg-Pro121), se acerca al dominio C-terminal, cerrando la

interfase por la parte superior (Figura 22 a)). La conformaciéon cerrada se estabiliza por multiples

63



puentes de hidrégeno entre los residuos 113-119 del asa catalitica y los residuos 329-330 del N-
terminal. En la segunda mitad del asa se encuentran las mayores diferencias'®’: en la forma abierta,
cadenas de solvente de 11-14 A mantienen unidos a los residuos Asp123, Gly141 y Tyr142, unién
que se deshace, en la forma cerrada, por la interaccibn con UDP-N-acetilglucosamina. Una
interaccion mas que se modifica es la hidrofébica entre los residuos Leulll y Vall122 (que funcionan
como ancla), indicando que su reacomodo debe ser importante y necesario para los cambios
estructurales del asa. Como consecuencia del reacomodo de las cadenas laterales de Aspl23 y
Vall22, el anillo de la Pro121 queda libre para rotar cerca de 180°, alterando la conformacién de los
residuos que suceden. También el asa que forman a los residuos 137-144 sufre un cambio de
conformacion, pero sin aparente relacién directa con la actividad enzimatica. En suma, los cambios
producen una molécula mas compacta, con menor area de interfase y quiza con menor acceso al

solvente, aislando al sustrato del ambiente exterior.

SELECCION DE GRUPOS PSEUDO-RIGIDOS PARA EL AFINAMIENTO TLS

A manera de control seleccionamos las cadenas A y B como un solo grupo (1Grupo) que incluye
a los residuos 1-419A y 1-419B. El grupo denotado como 2 considera a cada cadena como un solo
grupo, es decir, los residuos 1-419 de la cadena A y 1-419 de la B por separado. El grupo denotado
como 2Grupos incluye cuatro pseudo-rigidos (dos por molécula); uno que equivale al dominio
estructural | y el otro al dominio estructural Il (Figura 23a)). La seleccion 3Grupos es una
modificacion de la anterior: incluye al dominio Il [1-21, 230-419] completo pero considera al asa
catalitica [111-122] como un cuerpo independiente y a la seccién restante del dominio | [22-110, 123-
229] como otro (Figura 23b)). El grupo DD fue sugerido por los resultados del programa DynDom.
Partiendo de las estructuras lejd y 1q3g obtuvimos tres dominios dinamicos: uno fijo [231-419], uno
movil [22-228] y la bisagra que los conecta [19-20, 229-230] (Figura 23c)). La seleccion Topologia
toma como un grupo a cada una de las seis repeticiones de los subdominios estructurales ([1-8, 364-
419] [294-355] [80-146] [155-216] [13-17, 232-283] [22-73, 224-227]) y a las secciones que los
conectan ([9-12] [74-79] [147-154] [217-223] [18-21, 228-231] [284-293] [353-363]) (Figura 23d)).
Por ultimo la seleccién Sobreposicion toma como cuerpos rigidos a los residuos excluidos de la
sobreposicion por el programa 0O, [1-3] [4-19, 230-362, 370-389, 399-414] [20-109, 122-136, 144-229]
[110-121][137-143] [363-369] [390-398] y [415-419] (Figura 23 €)).
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d) Sobreposicion e) Topologia

Figura 23. Grupos seleccionados como cuerpos pseudo-rigidos para el afinamiento por tensores
de la enzima EPT.

AFINAMIENTO TLS

El afinamiento por tensores se realiz6 para las dos estructuras reportadas como forma libre (lejc y
lejd). En el caso de lejc todos los intentos resultaron en sobreafinamiento reportado por el programa
como ‘Problems in make U Positiv'. Lo cual quiere decir que se estad forzando demasiado el
afinamiento del modelo, es decir, se obliga tanto a los atomos (electrones) para ajustar la densidad
electrénica que se rompen las restricciones geométricas. En cambio, los realizados con la estructura

lejd resultaron todos exitosos, tal como muestra la Tabla 9.

Tabla 9 Afinamientos isotrépico, TLS y anisotropico; 5 ciclos de TLS por 5 de méaxima similitud.

Grupos R (%) R free (%) FOM (%)
Isotropico 18.70 20.73 85.99
1 Grupo 18.65 20.73 86.07
2 Grupos 17.67 19.70 88.12
3 Grupos 17.36 19.42 88.43
Topologia 17.18 19.23 88.67
Sobreposicién 17.23 19.24 88.59
Anisotropico 17.55 19.75 87.72

El afinamiento isotropico se mantiene casi idéntico a los valores R y R g depositados (18.5 y
20.7). Valores muy parecidos se obtienen tras el afinamiento, ya por tensores TLS, de 1 Grupo. A
partir de los 2 Grupos los valores empiezan a descender poco mas de un punto porcentual en los

dos residuales. Lo mismo ocurre con la figura de mérito que es muy cercana a 86% en el isotropico y
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1 Grupo, mientras que en los demas estéa alrededor de 88 %. EI mejor resultado lo obtuvimos con la
seleccion Topologia, aunque con muy poco margen sobre Sobreposicion y 3 Grupos. Es de notar
gue estas tres selecciones dan mejor resultado que el mismo afinamiento anisotropico. Después de
analizar paso a paso cada ciclo del afinamiento notamos que no se habia alcanzado aun la
convergencia por lo que decidimos aumentar el nUmero de ciclos paulatinamente. La convergencia

se alcanzo6 con diez ciclos de TLS por la misma cantidad de maxima similitud (Tabla 10).

Tabla 10 Afinamiento TLS; 10 ciclos de TLS por 10 de maxima similitud

Grupos R (%) Rfree (%) FOM (%)
Isotrépico 18.70 20.80 86.14
lgrupo 18.52 20.54 86.14
2Grupos (por cadena) 17.32 19.38 88.47
3Grupos 17.18 19.30 88.63
Topologia 16.99 19.06 88.85
Sobreposicion 17.10 19.15 88.72
anisotrépico 17.49 19.74 87.91

Tras los diez ciclos observamos ligeras reducciones en los evaluadores de la calidad del modelo
asi como el mismo comportamiento general: los valores mas altos son los del afinamiento isotropico
gue habia convergido desde los cinco ciclos, demostrado por el aumento del valor de R e, aunque
con una ligera mejoria en la FOM. Para la seleccion 1 Grupo mejoraron ligeramente pero se
mantienen mucho mas cerca de los valores depositados que de las demas selecciones. Topologia
alcanza menos de 17% en R, poco méas de 19% en Rgee ¥ 88.85% en FOM. Es decir, una reduccién
de 1.5 y 1.6 puntos porcentuales en R y Ryee €n comparacion de los valores depositados. Si
comparamos con los valores del afinamiento isotrépico tenemos mejores resultados aun (1.71y 1.74
puntos porcentuales). Se mantienen cercanos a Topologia los valores de 3 Grupos y Sobreposicion;
los tres mejores que el anisotropico.

Después de la convergencia la observacion mas importante es que las selecciones de pseudo-
rigidos siguen dando mejores resultados que el afinamiento anisotrépico. Nuestra explicaciéon original
era que la resolucion del modelo (1.55 A) se encuentra dentro de la zona gris, en la que se duda si la
cantidad de datos es suficiente para aumentar los parametros a los requeridos por el afinamiento
anisotrépico. Sin embargo la relacion datos/parametros (considerando los 9 parametros por atomo
necesarios para un afinamiento anisotropico) es mayor que 2. Entonces, la zona gris no es un
argumento del todo convincente. Quiza lo que tengamos sea un modelo mejor representado por los
grupos pseudo-rigidos que por los anisotrépicos individuales; algo polémico y dificil de argumentar.

Aungue las diferencias en los estadisticos parecen minimas, decidimos representar las elipsoides
en el programa Raster 3D para buscar diferencias cualitativas entre cada una de las selecciones.
En la Figura 24 podemos observar que las zonas de mayor vibracion (hacia los colores amarillo y
rojo) se mantienen constantes de una seleccion a otra. La seleccion de los grupos no modifica las

zonas mas flexibles de la molécula, pero si aumenta el valor de los valores B. Podemos observar
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gue en la zona del asa catalitica (la parte superior derecha de la cadena B) la zona bajo el color rojo
tiene mayor cantidad de amarillo en las selecciones 3G y topologia que en isotropico y anisotropico,
estas Ultimas muy similares entre si. También es significativo el aumento de los Bs en la zona
correspondiente a las dos regiones terminales de las selecciones que involucraron afinamiento por
tensores TLS. Ademas del aumento de los valores de B en la regién del asa se puede observar
claramente, sobre todo en la seleccion 3G, que el eje mayor de los elipsoides del dominio N terminal
tienen una direccion comun, marcada por la flecha, que tiende a cerrar la cavidad interdominios. Esta
tendencia se mantiene en la seleccion topologia. La direccién de los ejes mayores descrita es la

misma que la que sigue el cambio de conformacion causado por la unién de ligantes.

Figura 24 Elipsoides térmicas isotropicas y anisotropicas para los diferentes grupos
seleccionados: a) isotrépico, b) 3G, C) topologia y D) anisotrépico.
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La otra region en rojo corresponde a las regiones terminales. Aunque lo comun es excluir a las
regiones terminales, en esta ocasion podrian tener algo que ver en la rotacion del dominio C-terminal
pues los ejes mayores parecen coincidir en direccion a la parte superior (donde se encuentra el asa
catalitica) del dominio adyacente.

Para demostrar que el aumento de los Bs no es puramente cualitativo, la graficamos nuevamente
residuo vs. valor B del depdésito original (lejd) y de los afinamientos por tensores que mejor
comportamiento mostraron (Gréafica 8). Excluimos al isotrdpico y anisotropico porque practicamente
se sobreponian con los del depoésito original. Es evidente que tras el afinamiento por tensores TLS
los valores de B aumentan en la regién del asa catalitica (110-120), siendo la seleccion 3G en la que
mas se incrementan, alcanzando valores mayores de 75 en comparacion del 55, el valor mayor en el
PDB original. Esto si comparamos solamente las cadenas B. En el caso de las cadenas A el
aumento es menos evidente; se incrementa tan sélo 6 unidades (de 42 a 48) en los residuos con Bs

mayores, alrededor del 114.

Valores B tras el afinamiento TLS
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Grafica 8 Distribucion de valores B por residuo tras el afinamiento por tensores TLS.

El andlisis de los elipsoides coincide con la descripcién del cambio conformacional. El asa
catalitica (residuos 111-122, en particular los primeros 5 residuos) oscila en direccién al dominio
carboxilo terminal. Aparentemente los dos extremos, amino y carboxilo terminales, tienen un
movimiento que tiende a acercar al dominio C-terminal al asa catalitica. Con la estabilizaciéon del asa
tras la union de los sustratos, se establecen interacciones.

En conjunto las modificaciones que ocurrirdn tras la unién de ligandos pueden deducirse del
andlisis de los elipsoides. El asa catalitica tiende a acercarse al dominio C-terminal, quien a su vez
oscila en direccion del N-terminal, al menos en la region de los extremaos terminales. La unién de los

sustratos provocaria la estabilizacion de la estructura cerrada, en cuyo sitio activo se encuentra ahora
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posicionado el residuo catalitico Cys 115 del asa catalitica. La estabilizacion se da por la formacion de
multiples puentes de hidrogeno entre los residuos 113-119 del asa catalitica y los residuos 329-330
del N-terminal. Los cambios producidos dan lugar a una molécula con un sitio activo cerrado (menor
acceso al solvente) que aisla a los sustratos durante la catalisis. La liberacion de los productos seria

la vuelta a la forma abierta.

A manera de conclusion sobre los ejemplos anteriores podemos afirmar que, a pesar de ser tres
sistemas distintos, los movimientos al interior de estas proteinas estan relacionados con el cambio
conformacional e indican que, aun en estado cristalino, los desplazamientos oscilan entre las
conformaciones abierta y cerrada. Incluso en el cristal, las moléculas exploran un cierto nimero de
sub-estados conformacionales, desviados del estado de mayor estabilidad o de menor energia.
Oscilaciones o exploraciones de sub-estados que son parte importante de los procesos cataliticos.
Ejemplo de ello es el trabajo de Schultz-Heienbrok et al.'*°, en el que han mostrado que la rotacion
de 96° del C terminal (cambio de conformacion abierta a cerrada) de la 5’'nucleotidasa de E. coli es
necesaria para la actividad catalitica. Por medio de puentes disulfuro introducidos por ingenieria
genética produjeron dos variantes: una que se mantiene en la forma abierta y otra que puede
adoptar tanto la conformacién cerrada como una semiabierta. Al realizar andlisis cinéticos sobre las
variantes observan que la atrapada en la conformacion abierta es inactiva hasta que se reducen los
puentes disulfuro que la estabilizan. La otra variante presenta la mitad de actividad, adn en la forma
oxidada, aunque si presenta una mayor inhibiciéon por sustrato, ambas con respecto a la silvestre.
Esto puede explicarse por la flexibilidad que mantiene aun en presencia de los puentes disulfuro y
gue le permite moverse entre la forma semiabierta y cerrada. La estabilizacion de la forma cerrada
es favorecida por la union de ligandos que modifican las interacciones interatomicas tanto en los
alrededores del sitio de unién como en regiones méas alejadas™'!. Esta estabilizacién debe ocurrir
durante un periodo corto de tiempo para que la molécula pueda regresar a su conformacion libre y
repetir el ciclo catalitico. Este es un buen ejemplo de como se relaciona la flexibilidad estructural con
la actividad biolégica (enzimatica en este caso particular) y establece la relevancia del obtener esa

informacién a partir de los experimentos de difraccion de rayos X.
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6 CONCLUSIONES

1. Existe y es posible extraer informacién oscilatoria de estructuras cristalograficas de
proteinas.

Podemos afirmar que aun en estado cristalino las oscilaciones atdmicas se mantienen y es posible
extraerlas si se les da un tratamiento adecuado a los datos experimentales de la difraccion, es decir,
si la resolucion es suficiente y los estadisticos (en nuestro caso R, Rfree, FOM) son congruentes con
un buen modelo. La extracciéon de dicha informacién expande el nivel de descripcién con el que se

puede detallar una estructura obtenida por cristalografiade rayos X.

2. El PDB contiene un alto nimero de depdsitos con baja calidad y/o incompletos, es decir,
tienen una diferencia de R - Rqee > 5%, carecen de valor de Ry Y/O de factores de estructuras;
elementos que permiten un analisis mas detallado de las estructuras.

Parte esencial del proceso es el andlisis de la calidad de los modelos. Gran parte de los depdésitos
derivados de las busquedas en el PDB fueron excluidos porque no contaban con los requisitos
minimos de calidad: valores R, Ry, diferencia menor del 5 % entre ellos y/o factores de estructura.
Sin los factores de estructura es imposible hacer el afinamiento TLS, mientras que valores elevados

de los estadisticos generalmente derivan en modelos menos exactos.

3. Asi como es indispensable contar con modelos de buena calidad es necesario tratar a cada
estructura como sistema independiente.
No hay una metodologia estdndar para llegar directamente al mejor modelo posible, sino que hay

gue tratar a cada proteina como un sistema independiente.

4. En algunos casos, del afinamiento por método de TLS pueden resultar mejores modelos,
incluso, que los obtenidos por afinamiento anisotrépico.

Los desplazamientos atémicos que se pueden observar por medio de la cristalografia estan
tipicamente dominados por modos de frecuencia bajos correlacionados sobre grupos de atomos; de
forma tal que el afinamiento anisotropico individual puede ser, en muchos casos, una sobre
parametrizacion del problema'®®.

Un ejemplo de ello es la dltima estructura (UDP-N-acetilglucosamina enolpiruvatotransferasa) en
la que el afinamiento TLS resulta ligeramente mejor que el anisotropico. El método de tensores TLS
reduce los parametros al tratar grupos de a&tomos como cuerpos pseudo-rigidos sobre los que se
permiten traslaciones y libraciones desde un punto fijo (o centro de reaccién). Durante el afinamiento
se ajusta los desplazamientos de los rigidos con los datos de difraccion, dando como resultado tres
tensores T, L y S que describen los desplazamientos anisotropicos y conjuntos de los atomos del

grupo. Es importante sefialar que los tensores no describen modos normales individuales, solo
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aproximan los efectos de una coleccién de modos de baja frecuencia. La mejor descripcion de los
modelos se ve reflejada en la reduccién, en todos los casos, de los valores de los estadisticos R y

Riee asi como un aumento de la FOM.

5. Las magnitudes obtenidas de los tensores TLS son una aproximacién a la descripcion de
los modos o movimientos predominantes.

Si bien es cierto que las magnitudes de los tensores obtenidas no son equivalentes a las que
esperariamos encontrar en solucién, si son buenas aproximaciones a la direccion de los

movimientos predominantes, en esta ocasién particular, los cambios de conformacién.

6. La informacién oscilatoria es similar (se conserva) en estructuras homadlogas.

La conservacion de los patrones oscilatorios en estructuras homélogas como lo son la UDP-acetil
enolpiruvatotransferasa de E. coli y de E. cloacae (con 21 % de identidad, aunque muy buena
sobreposicion) fortalece la hipétesis y es una evidencia mas de la relaciébn entre oscilaciones y
funciéon. Ademas de establecer una cuestion sobre una posible relacién entre propiedades dinamicas

y procesos evolutivos.

8 PERSPECTIVAS

Siendo esta la segunda tesis de Licenciatura que se hace en el laboratorio sobre este tema y con
los mismos resultados, las perspectivas se proyectan hacia soportar o sustentar nuestra tesis con
otros métodos experimentales o teéricos como lo son las dinAmicas moleculares.

Quiza un ultimo punto por hacer seria comparar el resultado de los afinamientos por TLS de las
estructuras libres con los afinamientos de las estructuras con ligandos. Mostrando que la
estabilizacion de la estructura cerrada (la reduccion de los valores B en regiones moviles)
corresponde con menores variaciones en los valores de R y Rye. demostrariamos, de manera mas
contundente, que la inclusion de informacién oscilatoria mejora el modelo. Este punto no se realizé
por la falta de factores de estructura depositados para las estructuras en conformacion cerrada.

Otro posible campo de exploracion para los TLS son estructuras derivadas de cristales de otras
biomoléculas, tipo fragmentos de DNA (promotores, sitios de reconocimiento para factores de
transcripcion, etc.). Junto a ello la exploracion de los factores transcripcionales o proteinas de unién
a dichos segmentos tratando de correlacionar los modos oscilatorios y obtener informacion biol6gica
sobre procesos tan importantes a partir de la difraccién de los cristales.

Puesto que el afinamiento por tensores TLS es un proceso que requiere de poco tiempo de CPU
(siempre que se seleccionen modelos adecuados) no suena una idea descabellada el que en un

futuro las estructuras proteicas incluyan un analisis de las oscilaciones derivadas de los TLS. Ello
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permitiria pasar de un modelo estético sobre el que se pueden hacer inferencias funcionales hacia
otro en el que los desplazamientos explicitos las sustenten, ampliando el nivel descriptivo y

aclarando los mecanismos moleculares.
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