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1. RESUMEN

Las enzimas andlogas son aquellas que realizan la misma funcién pero que
tienen un origen evolutivo diferente. Debido a que es dificil determinar si dos proteinas
son analogas por medio de un analisis de secuencia, es necesario hacer una
comparacion estructural entre ambas. En el laboratorio del Dr. Enrique Morett se
utiliz6 un método bioinformatico, denominado correlaciéon negativa, que permite
predecir si dos proteinas son analogas con base en su presencia o ausencia dentro de
los genomas totalmente secuenciados. Con esta estrategia se encontraron varios
candidatos a ser analogos dentro de la via de sintesis de tiamina, entre ellos la Tiamina
Fosfato Sintasa (TPS) de Thermotoga maritima. La TPS de Bacillus subtilis, de
estructura conocida, tiene un plegamiento (alfa/beta)s del tipo barril TIM; en cambio,
la TPS de T. maritima pertenece a un grupo cerrado de proteinas que no tiene un
homologo con estructura conocida, por lo que resulta de interés conocer el plegamiento
de esta proteina y determinar si efectivamente es una andloga de la TPS de Bacillus
subtilis. Dentro del grupo de proteinas al que pertenece la TPS de T. maritima estan
las de Pyrococcus furiosus y Sulfolobus solfataricus cuyo ADN se encontraba
disponible en el laboratorio, por lo que se clonaron los genes para sobreexpresar las
proteinas. Las TPS de T. maritima y P. furiosus se encuentran fusionadas con otra
proteina de la misma via de sintesis de tiamina, llamada ThiD y que tiene estructura
conocida, formando una proteina hibrida que se denomin6é ThiDN. La enzima de S.

solfataricus no se encuentra fusionada.

El objetivo del presente trabajo fue obtener cristales de las proteinas ThiDN de
T. maritima, P. furiosus y ThiN de S. solfataricus para hacer estudios de difraccion de
rayos X que permitieran evaluar la posibilidad de determinar la estructura de estas
probables enzimas analogas. Se purificaron las proteinas a homogeneidad usando una
marca de histidinas y filtracion en gel. Las pruebas de cristalizacion se hicieron por el
método de difusién de vapor en gota colgante. En una primera etapa se usaron los kits
de cristalizaciéon comerciales para evaluar las condiciones recurrentes de pH, fuerza
ionica, concentracion y tipo de precipitante, y con ello disefiar nuevas matrices para

optimizar la obtencion de cristales utiles para estudios de difraccion.



Se obtuvieron cristales de las tres proteinas y se colectaron patrones de
difraccion de varios de ellos. Para los cristales difractados las proteinas ThiDN de T.
maritima y P. furiosus se intento resolver el problema de fase por medio de Reemplazo
Molecular usando un modelo de busqueda basado en la estructura conocida de ThiD;
sin embargo, solo se obtuvo una solucion parcial. Con los métodos de SAD/MAD y
SIR/MIR no se logré ubicar los atomos pesados debido, muy probablemente, a una alta
movilidad de los dominios de estas proteinas. Para los cristales difractados de la
proteina ThiN de S. solfataricus se intentd resolver el problema de fase por medio de
SIR/MIR. Los derivados de atomos pesados, s6los o en combinacién con otros, no

presentaron sefial suficiente para determinar las posiciones de los mismos.

En conclusion, en este trabajo, se obtuvieron cristales de las proteinas ThiDN de
T. maritima, ThiDN de P. furiosus y ThiN de S. solfataricus con calidad suficiente para
hacer estudios cristalograficos y se colectaron patrones de difraccion de varios de ellos.

El procesamiento de estos datos no permiti6 resolver el problema de fase.



2. INTRODUCCION

El metabolismo de todos los seres vivos esta sustentado por una extensa red de enzimas que son
capaces de llevar a cabo las reacciones quimicas necesarias de sintesis y degradacion de las moléculas
para el correcto funcionamiento de las células. Durante millones de afios estas enzimas se han ido
especializando para llevar a cabo, de manera cada vez mas eficiente, alguna reaccion quimica en
particular. La optimizacion de la reaccion catalitica no esta orientada a ser mas rapida o especifica
cada vez, sino mas apta dentro del entorno bioquimico global de la célula, segun las necesidades

metabdlicas de esta.

Existe por ejemplo, la succinato deshidrogenasa del ciclo de Krebs, que es un complejo
enzimatico asociado a membrana y un componente de la cadena respiratoria de todos los organismos
aerobios, cataliza la reaccion de succinato a fumarato en el ciclo del 4cido tricarboxilico y transfiere
los electrones directamente a quinonas en la membrana (Janssen, et al, 1997; Oyedotun, Lemire,
2004). Sin embargo, esta enzima es notablemente lenta, tiene una actividad molecular de 1150
moléculas de producto por minuto (Lehninger, 1997). Para realizar una funcién éptima en la célula

compensa su baja actividad con una alta concentracién dentro de la mitocondria.

En el otro extremo, existen algunas enzimas que alcanzan velocidades de reaccion muy altas, al
limite s6lo de la velocidad de difusién de los sustratos, como por ejemplo, la anhidrasa carbénica, con
una actividad molecular de 36 000 000 moléculas de producto por minuto (Lehninger, 1997). Esta
metaloenzima cataliza la reaccion reversible de di6xido de carbono y agua en bicarbonato y protones.
Se encuentra presente en especies de los tres dominios de la vida; archea, bacteria y eucaria. Participa
en un variado numero de procesos viales como gluconeogénesis, ureagénesis, lipogénesis, biosintesis
de ciertos aminoacidos, y la biosintesis de nucleétido de pirimidina, entre otros (Jude, et al, 2006).
Su funcion principal en plantas y algas es proporcionar di6xido de carbono utilizado en la fotosintesis

mientras que en animales ayuda a regular el pH y a expulsar en diéxido de carbono.

Otras enzimas catalizan reacciones quimicamente muy simples pero en extremo importantes,
como la catalasa, que se encarga de transformar el peroxido de hidrégeno en oxigeno molecular y
agua evitando el dafio celular al prevenir la formacion de radicales libres (Barynin, el al, 2001), o
bien, participan en reacciones muy complejas como el caso de algunas enzimas de la ruta de sintesis

de Tiamina que presentan una quimica sin precedentes (Begley, et al, 1999; Settembre, et al, 2003;



Jurgenson, et al, 2009).

Las proteinas son muy versatiles en cuanto a su evolucion, pues su estructura tridimensional es
tolerante a los cambios que permite en la secuencia de aminoacidos antes de presentar cambios
estructurales significativos, de tal forma que dos secuencias pueden divergir notablemente de su
ancestro comun sin perder la funcion inicial restringiendo los cambios de los aminoacidos implicados
en la catalisis (Todd, et al, 2002). De hecho, hay muchas familias de proteinas en donde se ha
encontrado una conservacion absoluta de los residuos funcionales, por ejemplo, la familia de las
enzimas dependientes de piridoxal fosfato, a nivel de secuencia han divergido mucho, sin embargo,
todas ellas tienen unos residuos de acido aspartico (Asp) y lisina (Lys) invariantes en el sitio activo

que son los encargados de unir al piridoxal fosfato (Todd, et al, 2002).

Pese a la alta especificidad que existe en las enzimas por un determinado sustrato y la eficiencia
catalitica para una determinada reaccion quimica, existe también una notable flexibilidad en el sitio
activo que permite a varias enzimas con actividad catalitica muy parecida o incluso la misma reaccién
quimica, tener un sitio activo diferente en donde distintos grupos funcionales, no conservados
respecto a su posicion en la estructura primaria, tienen el mismo papel mecanistico en la catalisis, es
decir, dos o mas soluciones a la misma interrogante catalitica que han evolucionado dentro de una
sola familia de proteinas (Todd, et al, 2002). También puede darse el caso de que una enzima tenga
mas de un tipo de catalisis (Morett, et al, 2008; Yankovskaya, et al, 2003; Lim, et al, 2009), o
inclusive diferentes funciones dependiendo de dénde se encuentre localizada como las llamadas

“moonlighting proteins” (Jeffery, 2003).

Todo esto no solo remarca la increible versatilidad de las enzimas, sino que trae consigo una
dificultad técnica, pues con la secuenciacién de genomas completos la asignacion de funcion para una
enzima se basa, principalmente, en la similitud con otras secuencias ya que es imposible determinar
experimentalmente la funcién de miles de genes reportados constantemente (Hegyi, Gerstein, 1999),
esto ocasiona que las bases de datos vayan acumulando errores de anotacion (Hegyi, Gerstein, 1999;

karp, et al, 1999).

Enzimas Analogas
Existe también el caso de las enzimas analogas, las cuales pueden realizar la misma reaccion

quimica que otra sin estar relacionada evolutivamente, es decir, que tiene un origen distinto y por lo



tanto otra estructura (Koonin, Mushegian, 1996; Krishna, Grishin, 2004). Asi que para determinar
correctamente si dos o mas enzimas son verdaderas analogas es necesario analizarlas desde su
estructura tridimensional, pues la posibilidad de que dos enzimas tengan diferente origen evolutivo

s6lo puede descartarse cuando éstas tienen un plegamiento diferente (Galperin, et al, 1998).

Segun su origen evolutivo las proteinas se pueden clasificar en cuatro grupos:

Proteinas homélogas. Son proteinas que han evolucionado a partir de un ancestro en comun.

Proteinas ortélogas. Son proteinas homologas que llevan a cabo la misma funcion en distintos
organismos.

Proteinas paralogas. Son proteinas que tienen un ancestro en comun pero distinta funcion.
Estas proteinas surgen por eventos de duplicacion génica y posterior divergencia de funcion.

Proteinas analogas. Son proteinas que llevan a cabo la misma funcién pero tienen un origen

evolutivo distinto, es decir, no estan relacionadas filogenéticamente (Koonin, 1996)(Fig. 2-1).
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Hace unas décadas, la presencia de enzimas no relacionadas filogenéticamente pero que
realizaban la misma funcién se consideraba rara y excepcional. Actualmente, con el incremento de los
genomas secuenciados totalmente y los esfuerzos por reconstruir las rutas metabolicas completas se
han ido encontrando mas casos de enzimas analogas, tanto en las rutas del metabolismo central, como
en otras rutas, por ejemplo, en la manipulacion de acidos nucleicos y en la transduccion de sefiales

(Galperin, et al, 1998).

Un caso claro y muy estudiado de enzimas analogas es el de las serin-proteasas. Estas enzimas

hidrolizan algun enlace peptidico de un polipéptido para producir dos péptidos mas pequefios. Esta
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reaccion procede en dos pasos: en el primero se produce un enlace covalente entre el oxigeno de la
serina catalitica y el carbono 1 del substrato, generando un estado intermediario en donde el C1 tiene
una geometria tetragonal, en contraste con la forma plana del enlace peptidico. Durante este paso, un
péptido permanece unido a la enzima mientras que el otro producto de la reaccion es liberado. En el
segundo paso de la reaccion, el intermediario unido a la enzima es hidrolizado por una molécula de
agua para liberar el segundo péptido con un grupo carboxilo completo y para restaurar el grupo OH

de la serina catalitica (Branden, Tooze, 1999; Hedstrom, 2002).

Miembros que pertenecen a la misma familia de proteasas usualmente estdn relacionados
evolutivamente, pero hay excepciones. En dos casos, la quimiotripsina y la subtilisina, tanto la
secuencia como la estructura terciaria son diferentes y, sin embargo, los residuos cataliticos de ambas
enzimas estan en la misma posicion espacial relativa. Este es un caso claro de convergencia evolutiva,
en donde partiendo de ancestros no relacionados se ha llegado a la misma solucién estructural para

un mecanismo catalitico particular (Branden, Tooze, 1999).

Otro caso de enzimas analogas lo podemos encontrar en la anhidrasa carbonica (CA, por sus
siglas en inglés), que cataliza la conversion rapida de di6xido de carbono y agua a bicarbonato y
protones, en donde se han reportado hasta la fecha cuatro plegamientos diferentes para esta enzima
pertenecientes a cuatro familias denominadas alfa-CA, beta-CA, gama-CA y zeta-CA (Tripp, 2001;

Lane 2005; Supuran, 2008), representados en la figura 2-2.

Las alfa-CA se encuentran principalmente en mamiferos y bacterias, tienen un atomo de Zn
coordinado por tres histidinas y son estrictamente monomeéricas. Las beta-CA, presentes en plantas,
algas y arqueas, tienen dos cisteinas y una histidina coordinando al Zn, son estrictamente dimeros o
multimeros multiplos de dos. Las gama-CA son triméricas y también tienen tres histidinas
coordinando al Zn, sélo que dos de ellas pertenecen a un monémero y la otra al monémero siguiente
y se les considera dentro de las CA mas antiguas. Estas tres familias tienen dos cosas en comun, la
presencia de un atomo de Zn en el sitio activo y un mecanismo catalitico de dos pasos: primero se da
un ataque nucleofilico del Zn (en forma de Hidréxido) al diéxido de carbono y posteriormente una
regeneracion del sitio activo por medio de una molécula de agua. Sin embargo, en cada familia

existen diferencias en los aminoacidos que participan en este mecanismo (Tripp, et al, 2001).

Por otra parte, la zeta-CA tiene Cd en vez de Zn, coordinado por dos cisteinas y una histidina



(similar a las beta-CA) y fue descubierta en una diatomea marina, a la fecha este el tnico caso
conocido en la naturaleza de una enzima capaz de usar Cadmio (Lane, et al, 2005; Xu, et al, 2008)

(Fig. 2-2).

Figura 2-2. Comparacion del plegamiento y del
sitio activo de las enzimas anédlogas de la
anhidrasa carbénica (CA). Adaptado de Liljas,
2000 y Xu, 2008.

De esta manera podriamos comparar un numero cada vez mayor de casos en donde una
determinada actividad catalitica se encuentra presente en mas de un plegamiento. Actualmente el
listado mas completo de enzimas analogas lo presenta Omelchenko y colaboradores (Ref. 1, trabajo
no publicado) en una actualizacién del trabajo hecho por Galperin y colaboradores (Galperin, et al,
1998). En este trabajo se encontraron 79 casos en los que, por medio de una comparacion estructural,
se ha podido demostrar que proteinas pertenecientes a un determinado nimero EC (Enzyme
Commission) tienen diferente plegamiento. En 57 de estos casos existen dos plegamientos para una
reaccion quimica en particular, 17 de estos casos contienen tres plegamientos para el mismo nimero
EC, 4 casos presentan cuatro plegamientos diferentes y 1 caso tiene cinco plegamientos para el

mismo nimero EC (Ref. 1).

Figura 3-2. Estructura cristalografica
de la TPS de Bacillus subtilis. Al
centro se puede apreciar la tiamina
fosfato, una molécula de pirofosfato
y un atomo de magnasio. Adaptado
de Chiu, 1999.
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Es necesario mencionar que la distribucion de estos casos de enzimas analogas reportados no es
homogénea en los 6 tipos de catalisis determinados por la EC y que esta en funcion de la cantidad de
estructuras conocidas para cada numero EC, de tal manera que correlaciona una alta presencia de

enzimas analogas en los nimeros EC que tienen mas proteinas con estructura conocida.

Para conocer el nimero total de enzimas analogas en la naturaleza seria necesario determinar el
plegamiento de las proteinas de todas las familias de enzimas conocidas, lo que representa una ardua
labor. Debido a que las enzimas andlogas tienen diferente plegamiento, también tienen diferentes
propiedades fisicoquimicas, por ejemplo, algunas son mas resistentes al calor o a determinados
solventes, y esta capacidad también puede ser explotada en procesos industriales en los que ciertas
enzimas resultan sensibles. En la industria farmacéutica, son de gran interés las proteinas andlogas
como blancos potenciales para el disefio de farmacos altamente especificos, ya que las enzimas de los
organismos patégenos, al tener una estructura diferente a la estructura de la proteina del hospedero, se
pueden bloquear a nivel de sitio activo con algun farmaco sin que la funcion de la enzima del

paciente se vea afectada (Temperini, et al, 2008).

Existen diversos consorcios que han venido trabajando durante afios en proyectos de
determinacion de estructura de todas las proteinas diferentes de un determinado organismo, es decir,
de su Proteoma. Con ello se pretende tener un banco de datos de estructura de proteinas cada vez mas
completo que permita entender mejor los mecanismos bioquimicos que existen dentro de la célula.
Evidentemente, en estos proyectos las proteinas con mayor interés en determinar su estructura son

aquellas que pertenecen a familias sin homologos cercanos con estructura conocida.



3. ANTECEDENTES

El estudio de las proteinas, a nivel de su estructura primaria, estd basado en andlisis de
secuencias, y los algoritmos estan disefiados para analizar secuencias homologas. No existen
algoritmos que permitan predecir, a partir de su secuencia, qué proteinas son analogas, de tal manera
que estas ultimas se han venido descubriendo como consecuencia de caracterizar rutas bioquimicas o

de manera accidental, y en un principio se pensaba que eran casos poco comunes en la naturaleza.

Recientemente, con la disponibilidad de genomas totalmente secuenciados, se ha visto un
fenomeno de ausencia de genes en ciertos organismos. En un estudio de genomica comparativa entre
los dos primeros genomas secuenciados de Haemophilus influenzae y Mycoplasma genitalium, se
encontré once casos donde funciones celulares indispensables estan codificadas por genes no
ort6logos (Koonin, Mushegian, 1996). Lo que sugiere que el fenémeno de enzimas anadlogas es mas
distribuido de lo que se pensaba en un principio. El mecanismo mas probable para la evolucion de las
enzimas analogas parece ser el reclutamiento de enzimas existentes que pueden tener nuevas
funciones debido a la virtud de cambiar su mecanismo catalitico o la especificidad por el sustrato
(Galperin, et al, 1998). En un trabajo de actualizacién de estos resultados se ha podido probar la

relacion de analogia para 79 casos (Ref. 1).

Por otra parte, en un estudio hecho en el laboratorio del Dr. Enrique Morett, se utiliz6 un
método bioinformatico de correlaciéon negativa para buscar sistematicamente enzimas analogas, en la
via de sintesis de tiamina, en varios genomas totalmente secuenciados. En este trabajo se encontraron
7 candidatos a ser analogos de los cuales 3 conforman una tripe correlaciéon negativa. Se verifico la
funcion por complementacion génica de cuatro casos y se caracterizdé bioquimicamente uno de ellos,
denominado ThiN, candidato andlogo de la Tiamina Fosfato Sintasa (TPS, por sus siglas en inglés),
presente en bacterias y algunos eucariontes, que cataliza la formacion de tiamina fosfato y que es
codificada por el gen thiE (Morett, et al, 2003). También se ha reportado el caso de que la familia de
proteinas YjbQ es capaz de complementar la funcién de TPS en cepas de Escherichia coli que han

sido suprimidas del gen thiE, formando asi un tercer analogo de esta enzima (Morett, et al, 2008).

La tiamina es una vitamina sintetizada por la mayoria de los procariontes y por algunos
eucariontes como levaduras y algunas plantas. En todos los casos un tiazol y una pirimidina son

sintetizados en ramas separadas de la ruta metabdlica y unidos por la TPS para formar tiamina



fosfato. La formacién de tiazol requiere al menos seis proteinas y la formacién de la pirimidina
requiere dos. La levadura, por su parte, solo utiliza un gen para sintetizar tiazol y otro para sintetizar

pirimidina (Jurgenson, et al, 2009).

La sintesis del tiazol (4-metil-5-B-hidroxietiltiazol o THZ) se lleva a cabo en tres pasos,
primero el gliceraldehido 3-fosfato y el piruvado son unidos por la 1-Desoxi-D-Xilulosa Fosfato
Sintasa (Dxs) para dar 1-deoxi-D-xilulosa fosfato. En segundo lugar, la proteina ThiS sufre un
proceso de adenilacion catalizado por la proteina ThiF formando un complejo ThiS/ThiF seguido de
una transferencia de azufre por las proteinas Thil y IscS para dar como resultado una proteina ThiS
con un tiocarboxilato en su regién C-terminal, ThiS-COSH. El tercer paso consiste en la formacion de
dehidroglicina a partir de la glicina catalizado por la proteina ThiO (en B. subtilis), o a partir de
tirosina catalizado por ThiH (en E. coli). Estos tres compuestos son unidos por ThiG en una sola
molécula, un tautomero (isémero estructural que difiere s6lo en la posicion de un grupo funcional)
del thiazol fosfato carboxilato. La proteina Thil isomeriza este tautébmero para dar el thiazol fosfato

carboxilato (THZP) que se unira a la pirimidina (Jurgenson, et al, 2009)(Fig. 3-1).
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O/“{ 0 ThiF | Thil-SSH ———— HS5 — IscS <Y_HS IscS
o — Nif$ | Iscs
Dxs ==OH I,_:;NH . \_,.-NHz
o ¥ > Ho=—{ + ThiS-COSH + | <ThiO_
(IS Y Thic 0™ Non o (B subtie)
HO““.L\/. po HOAC, ' l Dehydroglycine o
Deoxy-D-xy lulose >-7- S ThiH Glycine
Glyceraldehyde 5-phosphate N 1 \ —
3-phosphate \‘/‘\_\/’“ OP HaN-_ N >—OH
[ Thiazole phosphate I '\\._/,” X
carboxylate 0,,// ~oH (E.colf)
Tenl | tautomer Tyrosine
HO.C,
\'-—S 1
NN AN ~2 -'”N‘ﬁ“’
Thiazole e~ 0p T U\ | |
phosphate carboxylate | N - Mo ,—17\_ 7
/ =TT e G Y
+ ThiE [ it U]
Ne—, —_— NHy ot NHz St
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N / \ Thiamin N - Thiamin ~ 4%, _§
Hydroxymethyl N;f\ OPP mcnuphosphme_xf?" s pyrnphnsphated\.‘"; !
pyrimidine pyrophosphate NH, \ 6 )
N ThiDT o o Figura 3-1. Esquema de la ruta
Fa N4 ; N completa de biosintesis de tiamina
0., ThiC AR
S~y N, — () b ias. Tomado de J
/ Ny—{ - en bacterias. lomado de urgenson
. g N==( opP s
HO DM NH etal, 2009.
5-aminoimidazole Hydroxymethyl
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La sintesis de la pirimidina (4-amino-5-hidroximetil-2-metilpirimidina fosfato o HMP) es
llevada a cabo por la proteina ThiC en un complejo rearreglo del 5-aminoimidazol ribotido para dar

HMP que luego es pirofosforilado por la ThiD en hidroximetil pirimidina pirofosfato (HMPP).
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Finalmente, el HMPP y el THZP son condensados por la Tiamina Fosfato Sintasa (TPS) para dar
tiamina fosfato que posteriormente es fosforilada por la ThiL a tiamina pirofosfato, que es la forma
biolégicamente activa. (Jurgenson, et al, 2009). Actualmente se conoce la estructura cristalografica
de casi todas estas enzimas y han sido estudiadas dentro el contexto bioquimico y genético de la

sintesis de tiamina (Settembre, et al, 2003; Jurgenson, et al, 2009).

La enzimas analogas que se encontraron en el trabajo del Dr. Morett son: para la TPS, la
proteina codificada por el gen TM_0790 de Thermotoga maritima (ThiN); para la ThiL, una proteina
denominada Thi80; para ThiG, la proteina Thi4; y para ThiC, la proteina TenA. También se mostré
que las proteinas Thi4, ThiH y ThiO forman una triple correlacién negativa, es decir, que cada una de
ellas puede desplazar funcionalmente a las otras dos. Con esta metodologia se pueden comparar
enzimas para predecir su funcion sin necesidad de tomar en cuenta la similitud de su secuencia,
resultando asi un método util para la bisqueda sistematica de enzimas analogas. La proteina ThiN, en
T. maritima y algunos otros microorganismos, como por ejemplo Pyrococcus furiosus, se encuentra
fusionada con la ThiD y entonces es denominada ThiDN. Esta ThiDN de T. maritima fue purificada y

se le detecto actividad de sintesis de tiamina in vitro (Morett, et al, 2003).

La TPS de B. subtilis tiene un plegamiento de barril (alfa/beta)s tipo Triosa Isomerasa
Monofosfato (TIM), su estructura ha sido determinada en complejo con tiamina, representada en la
figura 3-2, y se ha estudiado su mecanismo de catalisis (Chiu, et al, 1999; Reddick, et al, 2001), en
cambio, la ThiN de T. maritima pertenece a una familia de proteinas que no tiene un homoélogo con

estructura conocida.

Por esta razon y con la finalidad de comprender mejor el funcionamiento de las enzimas
analogas y en particular del caso de la TPS y la ThiN se plante6 un proyecto de colaboracién entre los
laboratorios del Dr. Enrique Morett y del Dr. Eduardo Horjales para determinar la estructura de la
enzima ThiDN de T. maritima por cristalografia de rayos X. En el laboratorio del Dr. Morett se tenia
disponible ADN gendmico de Pyrococcus furiosus y Sulfolobus solfataricus asi que también se

clonaron los genes de esta enzima presente en dichos microorganismos.

En la figura 3-3 se muestra un alineamiento de secuencia de las proteinas ThiDN_Tm,
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ThiDN_Pf y ThiN_Ss. El porcentaje de similitud correspondiente a los dominios N es de 51 %.

ThiDN_Tm ------ MVLVVAGFDPSGGAGI IQDVKVLSALGVKTHAVISALTVONENRVFSVNFRDWE 54
ThiDN_Pf MKRLVKTALTIAGSDSGGGAGIEADLKTFTAFGVHGLVAITSVTAQNTQAVTATIHDIPPE 60
ThiN Ss
ThiDN_Tm EMRKEIEVLTPPRVIKVG----LSAPETVKRLREMFP--DSAIVWNVVLESSSGFGFQDP 108
ThiDN_Pf VVAEQIRAVAEDIGVDAAKTGMLSNAEI TKAVAKTVKNYDFPLVVDPVMIAKSGAPLLRE 120
ThiN Ss
ThiDN_'I'm EEVKKFVEY----ADYVILNSEEAKKLG EYNNFIVTGGH 143
ThiDN_Pf DAVDALIKYILPLATLVTPNRFEAEKLSGMKIRSVEDAKIVAKKIAEETGAEAVIVKGGH 180
ThiN Ss
ThiDN_Tm EKGN-TVKVKYRD---FVFEIPRVPGEFHGTGCAFSSAVSGFLAMSYPVEEATRSAMELL 199
ThiDN_Pf IEGEEAVDVLYHNGTFREYRAPKVEGCTHGTGCSFSAAITANLAKGLGLEEATEVAKKFI 240
ThiN_Ss
ThiDN_Tm KRK=————— ILERSSGVVETEKLLRDWYRYDTLNTLDEILPEFLEIG--HLTVPEVGONV 250
ThiDN_Pf TLGIAMGHRIGHGHCPVNQSAWIEIPAEKWRIYEELTNAVREFESINP-VRLIPEVGTNF 299
ThiN_Ss MODESEREYVLKRLKEAVDIFVSNERAYLLIPEVRTNI 38
: : HELE Hi b
ThiDN_Tm SY--ALPWAKNEFEVGKFPGRIRLKEGKAVAVSCASFKDRSHTARMAVTMMRYHPHMRCV 308
ThiDN_Pf VYSLPLPYARSTKDVAGVKGRIVKYGNSVKAVGPVEFGASDHLARAVLTYMRFYPEYRSA 359
ThiN_SS GY--AVSNAADANDVAATIPGRLTTAFKKVIYCMLPAFGASDHVARVILTVMKHDRNIRSA 96
LI D L T .. * KoKk gk okp, | ok,
ThiDN_’I‘m VNVRYEREYVER----AKKRGLKVFHYDRSKEPKEVQEKEGQSMVWMIEQATAELKSPPD 364
ThiDN_Pf INIRYSREIIEEITEIAQERGFKVSFYDRREEPEEIKAKEGATIPWGIETAIKRIKERPD 419
ThiN_SS INLKYYREVIEK—————- LPSODLCIFDRSSEPKEVKYREHSTMNFMVDSCIRKLSKVPN 150
shesk *k ook, o o8 3hR kkpkgo gk gp g ot * L.l *
ThiDN_'I‘m VIYDEGWWGKEAMIRVFGRNPKEVLEKIKLMVRE-————— 398
ThiDN_Pf ITYHLGDVGKEPMILVFGRNPREVLEKIKMLI ———————— 451
ThiN_Ss YIVDLGDYGKEPSLFILDRDPVTVVNKSLELLKYISQODIL 190
* 0% K*kk .k k kg k e

Figura 3-3. Alineamiento de secuencias de las proteinas ThiDN_Tm, ThiDN_Pf, ThiN_Ss. La interrupcion (gap)
méas grande se encuentra en la posicion 133 de la ThiDN_Tm, ubicada en el dominio D, y que corresponde a la
pérdida de una hélice alfa en relacién con las demas ThiD. El alineamiento fue hecho con CLUSTAL W, Version
2.0.12, disponible en http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html
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4. MARCO TEORICO

Cristalografia de rayos X y estructura de proteinas.

La cristalografia de rayos X es un método que permite determinar el arreglo tridimensional de
los atomos dentro de un cristal. Los rayos X son una forma de radiacion electromagnética de alta
energia y pequefia longitud de onda, del orden del tamafio de los atomos, de tal manera que puede
interactuar con ellos. Cuando un haz de rayos X incide sobre un cristal difracta en direcciones
especificas y genera un patrén de difraccion que depende de la simetria interna del cristal. A partir
del angulo y de la intensidad de estos rayos difractados se puede reproducir una imagen
tridimensional de la densidad de los electrones dentro del cristal y a partir de esta densidad se puede
determinar la posicion promedio de los atomos, sus enlaces quimicos, su desorden relativo y alguna

otra informacion dependiendo de la calidad de los cristales y la medida de su difraccion.

Para determinar la estructura de una proteina primero se debe obtener un cristal de ella que
difracte con la calidad suficiente para hacer estudios de difraccion de rayos X, posteriormente se debe
colectar un patrén de difraccion completo y resolver el problema de fases, esto es, conocer de qué
punto del espacio (dentro del cristal) proviene cada rayo X difractado. Después se debe generar un
mapa de densidad electrénica a partir de la cual se construira el modelo tridimensional de la proteina

(Fig. 4-1).

l Teoria

Cristal Patron de difraccién Mapa de fie.nsidad Modelo atémico
electrénica

Figura 4-1. Esquema del flujo de trabajo en la determinacién de la estructura de una proteina
por medio de cristalografia de rayos X. Primero se debe obtener un cristal de la proteina de
interés (a), del cual se debe obtener un patrén de difraccion (b), una vez que se resuelve el
problema de fase se puede calcular un mapa de densidad electrénica (c) que permitira
construir un modelo de la protelina (d).

13


file:///home/yagul/Documentos/ACADEMICOS/Escritos_TESIS/Imagenes/Figura_4-1_Protein-crystalography.png

Cristalizacion de proteinas.

Para obtener un cristal de proteina es necesario tener una muestra de la proteina altamente pura
y que haya sido manipulada lo menos posible ya que durante el trayecto de su purificaciéon algunas
proteinas pueden perder algunas de las propiedades necesarias para su funcién biolégica. Una vez que
la proteina ha sido purificada en homogeneidad, se debe colocar en un sistema cerrado tal que
conforme alcance su estado de equilibrio vaya ordenando a las moléculas de proteina para formar el
cristal. La cristalizacién es en gran medida un procedimiento de ensayo y error en el que la proteina

es lenta y ordenadamente precipitada (Drenth, 1999).

Dentro de los métodos de cristalizacion de proteinas mas usados se encuentra el de difusion de
vapor en gota colgante. En este método, se coloca una pequefia muestra de la proteina pura,
tipicamente uno o dos microlitros de proteina a alta concentraciéon, en un cubre objetos previamente
siliconizado para favorecer la cohesion molecular y formar una gota semiesférica en vez de una gota
esparcida por el cristal. Esta gota con proteina se mezcla con un volumen igual de liquido
precipitante, de esta manera ambos quedan diluidos por la mitad. Dentro del mismo sistema se coloca
un volumen mucho mayor (tipicamente un mililitro) de liquido precipitante que funciona como
reservorio y contra el cual se equilibrara la gota con proteina-precipitante. Una variante de este
método es el de difusién de vapor en gota apoyada en donde la muestra de proteina-precipitante se
coloca en un “puente”, permitiendo asi que la gota sea mucho mas grande retardando el tiempo que
tardarda en equilibrarse con el reservorio. Otra variante del método de difusion de vapor es el
denominado tipo sandwich en donde la muestra de proteina-precipitante se coloca en medio de dos
porta objetos ligeramente separados, de esta manera se reduce significativamente la superficie

expuesta por la que la gota equilibrara con el reservorio (Drenth, 1999)(Fig. 4-2).

Gota Sandwich Gota Apoyada Gota Colgante
. : Proteina +
Proteina + Cubreobjetos Cubreobjetos Precipitante Cubreobjetos
Precipitante Grasa G
Grasa ¥ v " v r:sa
= ‘ I | . |
|- ) SN | Proteina + H.0 | A
- Precipitante ™ JH0
H:0 \ -

- _J - Figura 4-2. Esquema de los métodos de
: g critalizacion de difucion de vapor en gota
a) b) c)

sandwich (a), en gota apoyada (b) y gota
colgante (c).
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Otros métodos para cristalizar involucran dialisis, en donde se puede usar un gradiente de
fuerza i6nica como agente precipitante a través de una membrana de dialisis, aceites para reducir ain
mas la velocidad de equilibrio del sistema, etc., de tal forma que cada método favorecera una

velocidad diferente de equilibrio del sistema (Drenth, 1999; Bergfors, 1999).

La funci6n del liquido precipitante es siempre llevar a la proteina del estado soluble a uno de
supersaturacion para que se pueda dar el crecimiento de cristales; su naturaleza y concentracion seran
diferentes para cada proteina y no es posible saber de antemano cudl precipitante y a qué

concentracion cristalizara una proteina determinada.

Diagrama de fases.

Para obtener cristales grandes, es necesario encontrar condiciones donde aparezcan pocos
cristales en la gota; de esta manera, la proteina soluble estara disponible para que los cristales
crezcan, en vez de ser usada para formar mas cristales. Para conocer estas condiciones, es necesario
valerse de lo que se conoce como diagrama de fases (Fig. 4-3). En este diagrama se representa un
gradiente de concentracion de precipitante contra un gradiente de concentracion de proteina. En él
destacan cuatro zonas o fases: la fase soluble es la region de la grafica en donde la proteina se
mantiene soluble dentro de un rango de concentracion de precipitante. La fase de crecimiento (o
metaestable) es la zona en la que se ve mas favorecido el crecimiento del cristal. En la fase de
nucleacioén, la concentracién de ambos componentes es tal que lo que se ve favorecido es la
formacién de nucleos de cristalizacion. Por tultimo, estd la fase de precipitado, que es donde las
concentraciones de precipitante y proteina son tan altas que esta ultima precipita. El diagrama es

especifico para cada proteina y para cada precipitante, y no es extrapolable a otros casos.

Figura 4-3. Esquema del diagrama de fase. La
5 formacién de un cristal de proteina comienza en
2G \ ‘ u la zona de baja saturacion, cuando la proteina
e esta en solucion (C, C, ). Durante el equilibrio de
la gota la concentracién de precipitante aumenta,

asi como la de la proteina, entonces el sistema
pasa a la condicion de nucleacion (2C,, 2C)). Al

.

Zona metaestable

C, 2c, formarse los ndcleos, la concentraciéon de
proteina libre disminuye y el sistema pasa a la
fase metaestable donde los nticleos comienzan a
crecer hasta que llegan a un equilibrio.

Concentracién del agente precipitante ——— »

[ [ Supersaturacion
mm Mo saturacion

Concentracion de proteina —p

Obtener un diagrama de fase completo para una determinada proteina puede llegar a ser muy
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laborioso y se consume mucha proteina, sobre todo para determinar los limites entre la zona soluble y
la zona metaestable (Asherie, 2004), sin embargo, se puede hacer lo que se denomina un diagrama de
fases de trabajo (Saridakis, Chayen, 2003). En este diagrama sélo se determinan los limites entre la
zona de nucleacion y la metaestable. Para conseguir esto se hace un seguimiento de las
concentraciones de precipitante, desde las que favorecen la aparicion de muchos microcristales hasta

donde la gota permanece soluble, a una alta concentracion de proteina.

Los cristales de proteina, a diferencia de los cristales de sal o de moléculas pequefias, son muy
sensibles a la manipulacién, a la deshidratacion y a los cambios de temperatura, por lo que se debe
tener mucho cuidado al trabajar con ellos. Para manipularlos se usan loops o asas fabricados con

materiales organicos que minimizan el impacto al tocarlos.

Cristales y simetria.

Una caracteristica muy importante de los cristales es que tienen simetrias, de tal manera que
realizando operaciones de rotacion o traslacion determinados se puede reconstruir el cristal. La
repeticion periodica por la que se describe la estructura interna de los cristales viene representada por
un conjunto de traslaciones en las tres direcciones del espacio, de tal forma que el cristal puede
considerarse como un apilamiento, en tres dimensiones, de bloques idénticos llamados Celdas
Unitarias. Su tamafio viene determinado por la longitud de sus tres aristas (a, b, c), y la forma por el

valor de los angulos entre dichas aristas (alfa, beta, gama: a, f3, y)(Fig. 4-4).

Figura 4-4. Celda Unitaria que por simple
translacién reproduce el cristal. Su tamafio esta
determinado por las aristas a, b, ¢ y su forma por el
valor de los angulos a, 3, y.

Sin embargo, las proteinas no tienen formas que se puedan definir con estos valores, entonces
¢como es que las proteinas forman cristales? Dentro de la celda unitaria existen elementos o motivos
a lo que se les puede aplicar operadores de simetria para reconstruir la celda, estos motivos se
conocen como Unidad Asimétrica y en cristalografia de proteinas esta unidad asimétrica esta

compuesta por la proteina, ya sea en estado monomérico o multimérico (Fig. 4-5).
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Figura 4-5. Unidad asimétrica a) formada por un
monoémero de proteina, a la que aplicindole los
operadores simétricos del grupo espacial reproduce el
contenido de la celda unitaria b).

El conjunto de operadores simétricos que son aplicados a la unidad asimétrica para reconstruir
la celda se denomina Grupo Espacial. En cristalografia de proteinas existen 230 grupos espaciales y

su determinacion correcta es crucial para la resolucion de la estructura.

Difraccion de cristales de proteina.

Cuando los rayos X alcanzan un atomo interaccionan con sus electrones exteriores. Estos
reemiten la radiacién electromagnética incidente en diferentes direcciones. Los rayos X reemitidos
desde atomos correspondientes dentro del cristal interfieren entre si destructiva o constructivamente y
esto genera los puntos del patrén de difraccion. Solo cuando los rayos difractados interacttian
constructivamente se pueden ver los puntos de difraccién y esto sucede cuando se cumple la Ley de

Bragg nA=2dSen8 (Fig. 4-6).

nA =2dsend
nA
\ . B / ° sen(f) = 2
d d “
. d.sen(®) = 2 ) B o
\ 0 Figura 4-6. Representacion geométrica
. < N ey de la ley de Bragg.

En un experimento de difraccién conocemos el valor de la longitud de onda y el angulo del rayo
difractado, pero desconocemos el valor de “d” que depende de la disposicion de los planos dentro del

cristal que a su vez dependen de la simetria que relaciona a la Unidad Asimétrica: la proteina. Para
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calcular el mapa de densidad electrénica a partir del patrén de difraccién se utiliza una transformada
inversa de Fourier, la descomposicion de una sefial en componentes de frecuencias diferentes, que
necesita de dos datos: La intensidad de la difraccién y la fase de los rayos difractados. La primera se
mide experimentalmente con un detector de rayos X, sin embargo la segunda no se puede determinar

tan facilmente, ello representa un problema: el problema de fases.

Colecta de datos.

La difraccion de cristales con rayos X se puede realizar en dos fuentes de radiaciéon conocidas
como anodo rotatorio y sincrotron. La primera, también llamada “de casa”, es menos intensa y tiene
una longitud de onda fija, en cambio la fuente sincrotrén es mucho mas intensa y ademads se puede

modular la longitud de onda de los rayos X.

Durante la medicién de difraccion de rayos X, el cristal es montado en un goniémetro
(instrumento de medicién con base circular que permite colocar a un cristal en un dngulo definido) y
se rota gradualmente mientras es bombardeado con rayos X, produciendo un patrén regularmente
espaciado de puntos llamado patrén de difraccién. Un patrén de difraccién completo consta de una
serie de marcos (frames) o imagenes en dos dimensiones tomados a diferentes valores de rotacion del
cristal utilizando un detector sensible a los rayos X. La cantidad de estos marcos necesarios para
determinar la estructura de una proteina depende de la simetria del cristal, es decir, del grupo
espacial. Una vez colectados todos los marcos se integran los valores de la intensidad (I) y de la
desviacién estandar de la intensidad (I/sigma(I)) de cada uno de los puntos de difraccién en un mismo

archivo.

Figura 4-7. Fotografia del equipo de difraccion de
rayos X instalado en el Instituto de Biotecnologia
de la UNAM.
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Métodos para resolver el problema de fase.

La técnica mas utilizada para resolver el problema de fase se denomina Reemplazo Molecular
(RM). En este método es necesaria la existencia de una estructura homologa a la que se quiere
determinar y se utiliza como modelo de buisqueda para calcular las fases. El modelo es rotado y
trasladado dentro de una celda que tiene los parametros calculados experimentalmente a partir de la
difraccion del cristal. Para cada valor de rotacion y traslacion se calcula un patron de difraccion
tedrico y se compara con el experimental, hasta que coincidan. Los valores de fases calculadas de esta
manera son aproximadas, pero permiten generar un mapa de densidad electrénica inicial y conforme
se construye el modelo de la proteina las fases se recalculan y mejora el mapa, permitiendo construir

un modelo mas detallado que a su vez aporta mejores valores de fase.

También existe la técnica llamada Dispersion Anomala a Multiple longitud de onda (MAD) y
una variante que utiliza una sola longitud de onda (SAD). Para resolver el problema por este método,
se usa la sefial que emiten ciertos atomos pesados a determinadas longitudes de onda de rayos X, esta
seflal se denomina “sefial anomala”. Una ventaja que presenta este método es que no es necesario usar
un modelo de busqueda, es decir: las fases se calculan a partir de las posiciones de los dtomos
pesados y la proteina se construye de novo. En una fuente sincrotrén se puede cambiar la longitud de
onda, y esto permite hacer experimentos de MAD, pues es necesario colectar, al menos, tres
conjuntos de datos a diferentes longitudes de onda de los rayos X; una donde el atomo pesado
absorbe los rayos X, una menor y otra mayor a este valor. Si la sefial del atomo es buena, en el punto
donde absorbe los rayos X, y se pueden determinar su posicion dentro del cristal, es suficiente para
determinar las fases de la proteina y poder trazar sus atomos. Mientras que para MAD se necesitan
colectar tres conjuntos de datos, en SAD, s6lo es necesario uno, en donde el &tomo pesado absorbe
los rayos X. Sin embargo, para poder extraer la sefial anomala de algin atomo, se necesitan datos de
mejor calidad que para el caso de RM, principalmente: multiplicidad de datos mayor de 4, el doble de
grados colectados y alta resolucion para usarla en los tltimos pasos de afinamiento. El atomo mas
usado para MAD/SAD es el selenio; que se sustituye por el azufre de las metioninas. Para ello es
necesario expresar la proteina en un organismo que no pueda sintetizar la metionina o inhibir su via
de sintesis y usar un medio que contenga seleniometionina; de esta manera, la seleniometionina es
incorporada a las proteinas en vez de la metionina con azufre. Las proteinas con seleniometionina son
mas sensibles a la oxidaciéon y usualmente son mas hidrofébicas y por lo tanto menos solubles

(Doublie, 1997).
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Otras técnicas para resolver el problema de fase son las de Reemplazo Isomorfo Multiple
(MIR) y Reemplazo Isomorfo Simple (SIR) que se basan en el siguiente principio: si se tienen dos
cristales, uno de la proteina sola (cristal nativo) y otro de la proteina con atomos pesados unidos o
incorporados, y se colectan datos de difraccion de ambos, la diferencia en las intensidades de las
difracciones sera reflejo de la contribucion de los atomos pesados a dicha intensidad. Esto porque los
diferentes atomos contribuyen a la intensidad en proporcion al cuadrado del niimero de electrones que
tiene. Esta diferencia se puede usar para identificar a los 4tomos pesados, a partir de un mapa de
Patterson, y puesto que estos siempre seran mucho menos que los de la proteina, es mas facil tratar
de encontrar sus fases y con ello sus posiciones. Una vez que se conocen las fases de los dtomos
pesados, estas se aplican a la difraccion del cristal nativo para obtener las fases de los atomos de la
proteina. Usualmente es necesario tener mas de una derivada metalica (cristal con atomos pesados
unidos) para poder resolver las fases por esta técnica, sin embargo, si una derivada es lo
suficientemente buena, es decir, que por si misma aporte informacion suficiente para conocer las

fases de la proteina, entonces no se necesitan mas.

Afinamiento de la estructura.

Una vez que se ha resuelto el problema de fase se procede al Afinamiento de la estructura. En
este paso se calculan mapas de densidad electronica en donde se ajusta el modelo. También se afiaden
las moléculas de agua y otros ligantes que se puedan ver en la densidad electrénica que no pertenezca
a la proteina. Para evaluar que el modelo esta correctamente ajustado a la densidad electrénica se
monitorean los valores de R y Reee que son indicativos del margen de error y se permiten valores

alrededor del 20%.
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5. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La hipétesis que se plantea en este trabajo es que el grupo de proteinas al que pertenece la
ThiDN_Tm de Thermotoga maritima, ThiDN_Pf de Pyrococcus furiosus y la ThiN_SS de Sulfolobus

solfataricus tiene un plegamiento diferente al de la TPS de Bacillus subtilis.

El objetivo general es obtener cristales de buena calidad de las proteinas ThiDN de
Thermotoga maritima, ThiDN de Pyrococcus furiosus y ThiN de Sulfolobus solfataricus y hacer
estudios de difraccion de rayos X para, posteriormente, determinar su estructura.

Los objetivos especificos son:

—Obtener cristales de las proteinas ThiDN de Thermotoga maritima, ThiDN de Pyrococcus
furiosus y ThiN de Sulfolobus solfataricus para hacer estudios de difraccion de rayos X.

—Obtener patrones de difraccion de los cristales de las proteinas ThiDN's y ThiN.

—Procesar los datos obtenidos de los patrones de difraccién y evaluar la viabilidad para

determinar la estructura cristalografica de las proteinas.

21



6. METODOLOGIA

Cronoldgicamente, se comenzo a trabajar con la ThiDN de T. maritima (ThiDN_Tm), que era la
proteina para la cual ya se tenian disponibles los genes clonados, los ensayos de complementacion de
funcién y las medidas de actividad de TPS hechas. Sin embargo, debido a las complicaciones
metodoldgicas de tipo cristalografico que se fueron dando con esta proteina, se decidi6 trabajar con la

ThiDN de P. furiosus (ThiDN_Pf) y posteriormente con la ThiN de S. solfataricus (ThiN_Ss).

Purificacion de las proteinas.

El protocolo de purificacion fue esencialmente el mismo para las tres proteinas. Cada una de
ellas se sobre expreso en la cepa de Escherichia coli BL21, usando como vector al plasmido pET-
28a, que afiade una secuencia con 6 histidinas en el amino terminal de la proteina. Una colonia
transformada con el vector fue preinoculada en matraces de 50 ml de medio LB y el cultivo fue
incubado a 37°C durante una noche. Con este cultivo se inocul6 un litro de medio minimo M9
iniciando con una DOey = 0.1 que se dejo crecer a 30 °C hasta una DOgy = 0.45 para inducir la
produccion de la enzima con 0.5 mM de IPTG durante 12 hrs. El cultivo fue concentrado,
resuspendido en 25 ml de amortiguador A (300 mM NaCl, 50 mM Fosfatos pH 7.4) con inhibidor de
proteasas y DNAsa, y fue lisado por sonicacion. El lisado fue centrifugado, el sobrenadante filtrado
por membranas de 0.22 pm y cargado en una columna de afinidad de Niquel; la elucién se llevé a
cabo con imidazol usando un gradiente de amortiguador B (500 mM de Imidazol, 300 mM de NaCl,
50 mM de Fosfatos pH 7.4) de 0 a 20 %, con una meseta y después de 20 a 100%. Posteriormente, las
fracciones que contenian a la proteina fueron concentradas usando tubos Amicon y cargadas en una
columna de cromatografia de filtracién en gel Superdex200 de 320 ml y usando como amortiguador
150 mM de NaCl y 50 mM de amortiguador de fosfatos a pH 7.8. Posteriormente, el valor de pH fue
cambiado al de las condiciones de cristalizacion para las enzimas ThiDN_TM (pH 6.5) y ThiDN_Pf
(pH 8.5).

Adicional a este protocolo, se intentd purificar a las proteinas aprovechando sus propiedades
termoestables. El producto de la sonicacion fue centrifugado y el sobrenadante incubado durante 40
minutos a 80°C. Este material se dejé atemperar antes de centrifugarlo; el sobrenadante obtenido fue
concentrado, filtrado y aplicado a la columna de filtracién en gel. Cuando se purifico las proteinas de
esta manera, el perfil de elucion present6 varios picos de formas multiméricas con tamafios mayores a

500 kDa, dando un rendimiento mucho menor de proteina util para pruebas de cristalizacion.
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Expresion de la proteina con seleniometioninas.

El procedimiento para obtener proteina con seleniometioninas es esencialmente el mismo
descrito anteriormente. La diferencia radica en inhibir la via de sintesis de metionina en E. coli y
afiadir seleniometionina al medio de cultivo mientras se lleva a cavo la sobre expresion de la proteina
de interés. Una vez que el medio de cultivo ha llegado a una DOgy = 0.40 se afiaden los siguientes
aminoacidos: valina (50mg/l), isoleucina (50mg/1), leucina (50mg/1), lisina (100mg/l), fenilalanina
(100mg/1) y treonina (100mg/1), después de 15 minutos se agrega la seleniometionina (60mg/1).
Cuando el cultivo alcanza una DOgy = 0.45 se induce la expresion de la proteina y se continda con el

procedimiento de purificacion descrito (Doublié, 1997).

Digestion con trombina para remover la marca de histidina.

El plasmido pET-28a, ademas de la secuencia para afiadir un marca de 6 histidinas en la
proteina, afiade una secuencia de corte con trombina que permite retirar la marca de histidinas. Para
realizar la digestion se usa trombina unida a biotina. Primero se lleva a cabo una prueba de diluciones
de trombina para determinar cual es la mejor concentracion de la enzima que se usara en la digestion
final. Para estas pruebas se usaron las diluciones 1:25, 1:50, 1:100 y 1:200 con el buffer de

almacenamiento de la enzima y se configuraron las siguientes reacciones de prueba:

-5pul  10x Buffer de reaccion.

-10 pl de la Enzima a la concentracion deseada. (1mg/ml)
-1pul  dela Trombina diluida (1:25, 1:50, 1:100, 1:200).
- 34 pl  Agua Tetradestilada.

Las reacciones se incubaron a 20°C y se tomaron muestras a las 2, 4, 8 y 16 horas para evaluar

el grado de digestion por medio de SDS-PAGE.

Para realizar el escalamiento de la reaccion se multiplican por 100 los valores de aquella
configuraciéon que haya rendido una mayor digestion de la proteina. Para detener la reaccién se
afladen 44.8 pl de agarosa-streptoavidina y se incuba durante 30 minutos. Posteriormente se
centrifuga a 500 g por 5 minutos en los filtros que retienen la agarosa-streptoavidina, esto para retirar

la trombina (Novagen, thrombin Kkits).
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Pruebas de cristalizacion.

Las pruebas de cristalizacion se hicieron principalmente por el método de difusion de vapor en
gota colgante aunque también se intentaron en determinado momento el método de gota apoyada, de
dialisis y microbatch. Las principales variaciones que se hicieron en los métodos de cristalizacion

fueron en el tamafio de la gota de proteina-precipitante y en la proporcion de estos dos componentes.

El procedimiento para obtener cristales de proteina tiene varias etapas, primero se hace un
escaneo de condiciones de cristalizacion usando matrices incompletas disponibles comercialmente.
En este trabajo se usaron el kit Crystal Screen I formulation, Crystal Screen II y el Crystal Screen
Cryo, de la compafiia Hampton Research. Estas matrices exploran estadisticamente un amplio rango
del tipo y concentracién de los agentes precipitantes. Las condiciones de cristalizacion son
monitoreadas constantemente y se anotan aquellas en donde se obtiene precipitado, crecimiento
cristalino, microcristales, cristales o si permanece translticido (proteina en estado soluble). De aqui se
busca la recurrencia de pH, fuerza ionica y tipo de precipitante, para disefiar nuevas matrices que
exploren alrededor de estas condiciones de cristalizacion y de esta manera hacer una optimizacion
gradual hasta obtener los cristales deseados. Las condiciones de cristalizacion se colocaron a 4°C,

18°C y/o 37°C, resultando mas exitosas las que estaban a 18°C.

Colecta y procesamiento de datos de difraccion.

Dado que los costos de difraccion de rayos X son elevados, cada vez que se realizan se evalta
la posibilidad de analizar los cristales que existan, con caracteristicas deseables para estudios de
difraccion, pertenecientes a otros proyectos, ya sea para colectar datos completos o simplemente para
hacer pruebas de difraccién de material cristalino. Debido a los contactos y proyectos de colaboracién
con otros laboratorios de estructura de proteinas, el laboratorio cuenta con las siguientes facilidades
para hacer estudios de difraccion de cristales: El propio equipo de difraccién de rayos X de anodo
rotatorio, instalado en el Instituto de Biotecnologia en Cuernavaca, Morelos; el Laboratorio
Universitario de Estructura de Proteinas (LUEP) en la Ciudad de México, con una fuente de rayos X
de anodo rotatorio; la linea X6A con radiacion Sincrotron, de National Sincrotron Light Source en
Upton, New York; el Laboratorio de Biofisica Molecular de la Universidad de Oxford, UK, con
fuente de rayos X de anodo rotatorio; el European Synchrotron Radiation Facility en Grenoble,
Francia; el Instituto de Fisica de Sao Carlos en Brazil, con fuente de rayos X de anodo rotatorio; el
Advanced Photon Source en Chicago, USA. Por lo que los cristales de este proyecto fueron

difractados en una o mas de estas fuentes de radiacién.
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El procedimiento de difraccion de cristales de proteina comienza con la seleccién de
candidatos. Después se lleva a cabo un cuidadoso empaque para su tranporte. En el laboratorio se
usan principalmente dos tipos de empaque, uno de ellos es colocar el porta objetos donde creci6 el
cristal en una “camara” cerrada en donde se deposita el liquido precipitante formando un sistema
parecido al de difusién de vapor en gota apoyada y se coloca en un recipiente térmico forrado de fibra
de asbesto para reducir las vibraciones externas que pudieran dafiar los cristales; este método se usa
para viajes cortos y/o para cristales resistentes. La otra forma de transportar cristales es montarlos en
asas con base para cabeza goniométrica y congelarlos en Nitrogeno liquido, este método es para
viajes largos y/o cristales sensibles. Después se traslada a la fuente de rayos X, ya sea de anodo

rotatorio o Sincrotrén.

Para colectar los datos de difraccion el cristal se coloca sobre una cabeza goniométrica y se
centra en el colimador del haz de rayos X. Se colecta un marco de lectura a 0° y otro a 90° que sirven
de prueba para determinar la simetria del cristal y sobre eso definir el rango que se colectara, el grado
de oscilacién y el tiempo de exposicion del cristal a los rayos X. Una vez determinados estos

parametros se configura la colecta completa de datos.

Posteriormente se realiza el procesamiento de datos que consiste en la integracion de la
posicién e intensidad de todos los puntos de difraccién en un sélo archivo y un escalamiento de las
intensidades que permite calcular pardmetros estadisticos que el software necesita durante el
procesamiento de datos. Para ello se usan los siguientes programas: Mosflm (Leslie, 2006), XDS
(Kabsh, 1993), CCP4 (Collaborative Computational Project, 1994). En los intentos de Reemplazo
Molecular se usaron Crystallography & NMR System, mas conocido como CNS (Brunger, et al,

1998), AMoRe (Navaza, 1994), EPMR (Kissinger, 1999) y MolRep (Vagin, 1997).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Purificacion de las proteinas.

La proteina ThiDN_Tm, en la columna de cromatografia de filtracién en gel, eluye con un pico
mayoritario en la fracciéon de 165 ml correspondiente a ~ 3.6 veces el peso del monémero, que es 47.4
kDa. Esto sugiere que la particula en solucion en un tetramero. En cambio, la proteina ThiDN_Pf
present6 un perfil de elusién con varios picos; el mayoritario fue en 162 ml, correspondiente a ~ 5
veces el peso del monémero, que es 51.3 kDa. Este dato contradice, en cierto modo, a lo esperado,
pues el mayor porcentaje de identidad entre los dominios ThiD de estas dos proteinas, con respecto a
la ThiD de estructura conocida, se encuentra en los primeros 60 aminoacidos, que constituyen
alrededor del 70 % de la zona de dimerizacion, por esta razon se espera que las proteinas ThiDN_Tm
y ThiDN_Pf puedan formar complejos multiplos de 2. La respuesta a esta cuestion se resolvié con
una prueba de Dispersiéon Dindmica de Luz (Dynamic Light Scattering) hecha a la proteina ThiDN_Pf
a la concentracion usada para las pruebas de cristalizacion, en el amortiguador de la cromatografia de
filtracién en gel. En esta prueba se determind que la particula en solucion tiene un radio de 5.97 nm,
compatible con la mejor solucién parcial obtenida en el Reemplazo Molecular, que fue un tetrdmero
ligeramente alargado de longitud promedio de ~12.5 nm. La proteina ThiN_Ss eluye como un sélo
pico en 222 ml, que es compatible con un monoémero, cuyo peso molecular es 23.8 kDa. El
rendimiento neto de proteina ttil para ensayos de cristalizacion fue de alrededor de 7 mg de proteina

por cada litro de cultivo, semejante para las tres proteinas.

c) d)

Figura 7-1. Perfil de elucién de a) columna de afinidad de Niquel tipica de las proteinas
ThiDN_Tm, ThiDN_Pf y ThiN_Ss; b) columna de filtracion en gel de la proteina
ThiDN_Tm; c) de la proteina ThiDN_Pf; d) de la proteina ThilN_Ss.
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Expresion de la proteina con seleniometioninas.

La expresion de las proteinas ThiDN_Tm y ThiDN_Pf con seleniometioninas produjo alrededor
de 7 mg de proteina por litro de cultivo, semejante al rendimiento de la proteina con azufre, lo que
permitio realizar pruebas de cristalizacion. En el caso de la ThiDN_Tm se obtuvieron cristales de
tamafio adecuado en condiciones muy parecidas a las que dieron cristales de la proteina nativa,
adecuados para hacer estudios de difraccion. Dichos cristales tenian un 89 % de integracion de
Seleniometionina, determinado por la técnica de MicroPIXE (Proton-Induced X-ray Emission), que
es capaz de determinar con gran precision el tipo y la cantidad de un determinado compuesto presente
en una muestra (Garman, 1999). A pesar de que se exploraron diversas condiciones de cristalizacion,
los cristales obtenidos de la proteina ThiDN_Pf con seleniometioninas siempre fueron muy pequefios,
no utiles para hacer estudios de difraccion de rayos X, por lo que no fue posible colectar un patrén de
difraccion para esta proteina. Por otra parte, la proteina ThiN_Ss con seleniometioninas no se

expreso.

Digestion con trombina para remover la marca de histidina.

En las preparaciones donde estuvo involucrada la digestion con trombina, el rendimiento de
proteina 1util para ensayos de cristalizacién fue muy bajo porque la proteina se precipitaba conforme
se digeria. Se exploraron algunos amortiguadores para tratar de obtener mas solubilidad en la
proteina; estos incluian alta fuerza i6nica, glicerol o ambos, disefiados en base a la solubilidad de
algunas pruebas de cristalizacion. El amortiguador en donde la proteina resulté ser mas soluble fue el
que contenia 30 % de glicerol, 150 mM de NaCl, 20 mM de TRIS y 25 mM de CaCl,. En las
digestiones hechas con este amortiguador también se observé proteina precipitada, aunque en menor

grado, y se pusieron algunas pruebas de cristalizacién.

Pruebas de cristalizacion, colecta y procesamiento de datos.

ThiDN_Tm

Para la proteina ThiDN_Tm se us6, como soluciones precipitantes, el kit Crystal Screen II
formulation de Hampton Research (Ref. 2) para tener un primer acercamiento a las condiciones en las
que pueda cristalizar la proteina. Este kit explora 48 condiciones de cristalizacion, variando el pH, el
tipo y la concentracion de precipitante y de sal. Se colocaron pruebas de cristalizacion, por el método
de gota colgante, con cada una de las condiciones del kit a 3 temperaturas: 4°C, 18°C y 37°C. Estas
pruebas se monitorearon constantemente y se exploraron variantes de aquellas en donde habia

crecimiento microcristalino, evaluando condiciones recurrentes de pH, fuerza idnica y tipo de
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precipitante.

Después de un proceso de optimizacién de condiciones, se obtuvieron cristales de proteina a los
que se les midi6 su difraccion. El cristal que mejor difractd, y del cual se logré colectar un conjunto
de datos, creci6 a 18°C en 300 mM Acetato de Sodio, 9% PEG MMe 5000 y 125 mM Fosfato de
Sodio a pH de 6.5, con una concentracion de proteina de 20 mg/ml. Pudo ser crioprotegido en 35 %
de glicerol y transportado en nitrégeno liquido hasta la fuente de rayos X de anodo rotatorio, en el
LUEP en la Ciudad de México. Este cristal difracté a 3.1 A de resolucién, pertenece al grupo
espacial P1 y tiene pardmetros de celda a= 60.4 A, b= 84.39 A, c= 110.92 A, o= 107.47°, B= 96.02°,
y=93.82°, y con un tetramero en la unidad asimétrica. Se logr6 colectar 159° de rotacion antes de que
el cristal decayera, esto representa el 88 % de los datos necesarios para este grupo espacial (Fig. 7-2).
En la tabla 7-1 se muestran los pardmetros estadisticos de la integracion del mejor cristal colectado de

ThiDN_Tm, ThiDN_Pf y ThiN_Ss en el LUEP.

300 mM Ac Na, 125 mM fosfato de Na.
9% PEG Mme 5000, 18° C, pH 6.5

Crioprotegida, transportado en
Nitrogeno liquide.

Figura 7-2. Cristal y patron de difraccion de la la
proteina ThiDN de Thermotoga maritima. El cristal
crecié en 300 mM de Acetato de Sodio, 125 mM
de Fosfato de Sodio a pH 6.5, 9% de PEG
Monometil-eter, a 18°C. Este cristal fue difractado
en una fuente de rayos X de dnodo rotatorio.

Dado que se conoce un homélogo con estructura conocida para uno de los dominios, se intentd
hacer Reemplazo Molecular con el programa CNS, usando un modelo de btisqueda basado en la
estructura de la ThiD de Salmonella typhimurium, ThiD_St (Cheng, et al, 2002). El sistema
cristalografico P1 no tiene definido un origen, y por lo tanto, tampoco una funcion de traslacion. Sin
embargo, con un tetrdmero en la unidad asimétrica, es necesario buscar la posicién de cuatro
particulas en el cristal, es decir, se deben resolver las funciones de cuatro rotaciones y, ademads, cuatro

traslaciones.
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ThiDN_Tm ThiDN_Pf ThiN_Ss
Grupo espacial P1 P6,22 P4,2,2
Celda: a, b, ¢ (A) 60.40 84.39 110.92 17449 174.49 80.11 115.390 115.390 64.470

Alfa, Beta, Gama (°) 107.41 96.02 93.81 90.00 90.00 120.00 90.00 90.00 90.00

Rango de Resolucién 40.57-3.0 A 50-3.5A 81-2.01A
Grados de colecta 287 ° 59° 46 °
Rango de Oscilacion 1° 1° 1°
Integridad de datos 97.60% 99.00% 98.00%
Reflexiones tinicas 42349 32864 29937
Redundancia 2.8(2.7) 6.9 (6.8) 2.9(2.5)
Mosaicismo 1° 0.7° 0.4°
Rinerge 0.10 (0.39) 0.2 (0.5) 0.16 (0.35)
I/sigma 4.7 (2.1) 3.4(1.5) 4.9(2.3)
Unidad asimétrica Tetrémero Monémero Dimero

Tabla 7-1. Parametros estadisticos de la integracién de los datos colectados de las proteinas
ThiDN_Tm, ThiDN_Pf y ThiN_Ss. Estos datos fueron colectados en una fuente de rayos X de
anodo rotatorio en el Laboratorio Universitario de Estructura de Proteinas, en la Ciudad de
México. En paréntesis se muestran los datos de la tltima capa de resolucién.

El modelo de btisqueda basado en la ThiD_St representa alrededor del 50 % de la proteina, pero
en términos cristalograficos, abarca s6lo el 12% de la unidad asimétrica, que es un tetrdmero.
Ademas, el modelo no esta homogéneamente distribuido, sino que corresponde solamente con un
dominio, de tal manera que la informacion de fases proviene sélo de una region y no de toda la
unidad asimétrica. Sumado a la baja resolucién e integridad de datos convierte al Reemplazo
Molecular con estos datos en algo complejo. Las soluciones de Reemplazo Molecular s6lo permitian

calcular mapas de densidad electronica discontinuos, dificiles de interpretar.

Debido a la baja resolucion a la que difractd este cristal en un anodo rotatorio, se decidio
colectar datos en una fuente de radiacién de sincrotrén. El usar esta fuente permitia, ademas, intentar
la estrategia para resolver el problema de fase por el método de Dispersion Anémala con Multiple
longitud de onda (MAD) utilizando selenio en forma de seleniometionina como dispersor andémalo.
La ThiDN_Tm tiene 13 metioninas por monémero, esto significa que se debe determinar la posicion

de 52 metioninas en la unidad asimétrica.

Después de optimizar las condiciones de crecimiento de los cristales de proteina con
seleniometioninas y haber hecho pruebas de difraccion de varios de ellos, se logré colectar un
conjunto de datos a 2.95 A de resolucién. A pesar de que se colecté un rango mas que suficiente de
grados, el analisis de los datos mostré que el cristal es demasiado sensible a la radiacion y que s6lo

son utiles los primeros 287° que representan un 79 % de integridad, ya que para poder extraer la sefial
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anémala en un grupo espacial P1 se necesitan 360°, de tal forma que nuevamente nos enfrentamos a
un conjunto de datos con baja resolucion e integridad, que no permitieron determinar la posicion de
los atomos de selenio con la certeza suficiente para usar sus fases y con ello determinar la posicion de

los demas atomos de la proteina.

Sin embargo, los datos podian ser usados para intentar nuevamente un Reemplazo Molecular ya
que, al procesarlos de esta manera, la calidad y la integridad era mucho mejor que los colectados en el
anodo rotatorio y eso podria marcar una diferencia significativa. Para enfrentar el problema de que el
sistema cristalino P1 no tiene definido un origen, la estrategia a seguir fue buscar, dentro de los picos
de rotacion mas altos, cuatro que fueran compatibles con los ejes de simetria no cristalogrdficos
(simetrias locales que relacionan objetos dentro de la celda y que no forman parte de los ejes
cristalograficos), y después buscar “manualmente” las funciones de traslaciéon variando
paulatinamente la distancia entre ellos respecto a un origen arbitrario, que en este caso fue el centro
de masa aproximado de lo que seria el tetramero. De esta manera, se encontraron tres rotaciones
diferentes entre si, que se ajustan a las simetrias no cristalograficas, cada una por si sola, a pesar de
que representa un octavo de la unidad asimétrica, describe de manera razonable lo que existe en el
cristal. La solucion de rotacién para un cuarto monémero no fue tan clara. Se hicieron diversos
intentos por encontrar las traslaciones de los cuatro mondmeros dentro de la celda, pero no se
encontro una solucién que mejorara de manera significativa, de tal modo que la maxima informacion
que se puede extraer de estos datos es la posicion relativa de los monomeros dentro de la celda
unitaria, pero no la ruta completa de los carbonos alfa ni de las cadenas laterales de aminoacidos.

(Fig. 7-3)

Figura 7-3. Soluciéon parcial del
Reemplazo Molecular del cristal de
ThiDN_Tm. En amarillo y magenta se
muestra la posicion relativa de los
dominios ThiD dentro del cristal, en rojo
se muestra la celda unitaria y en blanco
los ejes de simetria no cristalografica.
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Por estos motivos se decidi6 cambiar de modelo de estudio a la proteina ThiDN de P. furiosus

(ThiDN_Pf).

ThiDN_Pf.

Las condiciones iniciales de cristalizacién de la proteina ThiDN_Pf se hicieron usando los kits
Crystal Screen I, II y kit Crystal Screen Cryo. Y algunas pruebas de cristalizacion se hicieron con
proteina que fue sometida a digestion con trombina. Estas condiciones fueron monitoreadas
constantemente y se anotaron aquellas en donde se veia crecimiento cristalino para hacer variantes y

combinaciones e ir optimizando la obtencion de cristales.

De las pruebas de cristalizacion con proteina digerida se obtuvieron algunos cristales pequefios
y uno de ellos se pudo difractar en una fuente de &nodo rotatorio. El cristal difracté a 8 A de
resolucion y se logro colectar 60° con una oscilaciéon de 2° por marco. A esta resolucion no es posible
estar completamente seguros de cudl es el grupo espacial, sin embargo, sabemos por un analisis de
auto-rotacion, que tiene un eje de orden 6 y dos de orden 2, es decir, es un cristal con grupo espacial
P622 o alguno de sus derivados y una celda aproximada de a=b=175 A, c=80 A, a=p=90°, y=120°.
Obtener cristales con caracteristicas deseables para estudios de difraccién con la proteina sometida a
digestion con trombina no fue posible ya que el rendimiento de proteina util para cristalizar era muy
bajo debido a que se perdia por precipitacién durante la digestion y al momento de concentrarla para

hacer las pruebas de cristalizacion.

30 % etanol,
100 mM amortiguador de
fosfatos pH 8.5

Figura 7-4. Cristales y patron de difraccion de la
proteina ThiDN de Pyrococcus furiosus. Estos
cristales crecieron en 30 % de Etanol, 100 mM de
amortiguados de fosfatos a pH 8.5. Los cristales fueron
difractados en una fuente de rayos X de Soncrotron.

En las condiciones de cristalizaciéon con la proteina que no fue sometida a digestiéon con
trombina se obtuvieron cristales en 30% de etanol con 100 mM de amortiguador de fosfatos a pH 8.5

como unicos componentes (Fig. 7-4). De las pruebas de difraccion de estos cristales, se logro colectar
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dos conjuntos de datos en una fuente sincrotrén, uno de ellos fue con un cristal de la proteina en
estado nativo y el otro de uno remojado en 100 pM de Tiamina monofosfato durante una hora. Estos
cristales difractaron alrededor de 3 A de resolucién, con un grupo espacial probable P6,22 o P6,22 y
una celda de a=b=174.49, c=80.11, a=f=90, y=120, con un monomero en la unidad asimétrica (Fig.

7-5).

Figura 7-5. Solucién parcial del Reemplazo
Molecular del cristal de ThiDN_Pf. En gris
se muestran las posiciones relativas del
dominio correspondiente a ThiD. En
amarillo se muestra la celada unitaria.

Con estos datos también se intent6 hacer un Reemplazo Molecular usando un modelo de
btisqueda basado en la estructura de ThiD_St. En esta ocasién, el modelo representa el 50 % de la
unidad asimétrica. La mejor solucién encontrada fue de un monémero en la unidad asimétrica, que
por las simetrias del cristal puede generar un tetramero, constituido por un dimero de dimeros. La
mejor solucion de Reemplazo Molecular de la ThiDN de P. furiosa tiene unos valores de R alrededor
de 0.45, y unos valores de FOM de alrededor de 0.60. Sin embargo, atin con estos valores, no fue
posible determinar la posicion correspondiente al dominio ThiN a partir de los mapas de densidad

electronica. El principal problema sigue siendo la baja resolucion.

Nuevamente nos encontramos ante la necesidad de tener alguna sefial an6mala para poder
construir el dominio ThiN de la proteina, asi que se intenté obtener cristales con seleniometionina, sin
embargo, para esta proteina sélo se obtuvieron cristales muy pequefios no aptos para difraccion de
rayos X. Otra estrategia para obtener una sefial anémala, es remojar cristales nativos en una solucion
que contenga las mismas sustancias que la gota donde crecio el cristal mas algtin &tomo pesado. En
estos casos, se ha reportado al yodo como un atomo pesado muy util como dispersor anémalo

(Boggon, et al, 2000; Dauter, et al, 2000).
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Para medir sefial anémala es muy importante la calidad de los puntos de difracciéon. También es
necesario tomar en cuenta el tiempo que los cristales permanecen remojados en la soluciéon con el
atomo pesado; para el yodo debe ser el menor posible, s6lo de unos segundos. Otro aspecto
importante es que el cristal no sufra decaimiento durante la colecta de datos, y para eso se debe
minimizar, lo mas posible, el tiempo de exposicién con el compromiso de tener la mayor integridad
de datos. Una estrategia ttil en estos casos es hacer rotar la celda del cristal, durante la colecta, sobre
su eje de rotacion de maxima simetria, que en este caso es el de orden 6; de esta manera sélo se
necesitan 15° tedricos para una buena integridad de datos de un cristal nativo, y 30° para un derivado
anémalo. Una forma de hallar este eje es alinear un eje del cristal con el eje de rotaciéon del mismo.
Dado que una celda es la minima expresion del cristal que por simple translacion lo reconstruye,
algunas veces, las caras del cristal estan orientadas de acuerdo a las caras de la celda, en otras
ocasiones sucede que algunas caras tienen un crecimiento preferencial, y se refleja de manera

macroscopica, de tal manera que la forma del cristal no tiene nada que ver con la forma de la celda.

Con esto en mente, se colectaron datos de difraccion de dos cristales en una fuente de radiacion
de sincrotén. Para el primer cristal se tuvo mucho cuidado de que el tiempo de remojado fuera
minimo, mientras que para el segundo cristal se tuvo mas énfasis en que la orientacién fuera con el
eje del cristal paralelo al eje de rotacion. El analisis de las auto-rotaciones de estos datos permitio
confirmar que el grupo espacial es P6422. Las auto-rotaciones son operaciones de rotacion que se
hacen a los datos de difraccién (en donde no esta involucrado ningtin modelo), de tal manera que, por
ejemplo, la aparicion de un pico de rotacion en 60 grados significa que una rotacién de 60 grados en
torno a uno de los ejes de la celda reconstruye el patréon de difraccion, indicando que el cristal
presenta una simetria de orden 6. El andlisis sistematico de los picos de auto-rotacién permite conocer

el grupo espacial sin sesgo alguno.

Para medir con precision la sefial anomala es necesario obtener un valor de I/sigma(I) de por lo
menos 4, es decir, una sefial del cristal 4 veces mas alta que la sefial del ruido y una integridad de
datos andémalos por lo menos de 90 %, en comparacion con el I/sigma(l) para datos usados en
reemplazo molecular, que puede ser de 1.5 y la integridad de datos de 75% en casos extremos. Para
estos cristales, los parametros de evaluacion restringen el rango de datos utiles para ser procesados
por SAD hasta una resolucién de 3.7 A, después de esto, ya muestran un decaimiento del cristal. El
analisis de estos datos permitio saber que, en este caso, es mas importante el tiempo de remojado que

la orientacion del cristal ya que la sefial anomala del segundo cristal tiene mas ruido. También es muy
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importante el tamafio del cristal ya que entre mas grande sea, mas alta es la sefial de los atomos de la
proteina y del yodo con respecto al ruido de fondo y menor es el dafio por radiacion, que es

imprescindible para resolver la estructura cristalografica de la proteina.

Para tener un diagrama de fase de trabajo para la proteina ThiDN_Pf y obtener cristales mas
grandes, fue necesario incrementar su solubilidad para tener una concentracion mas alta. Para ello se
recurri6 nuevamente a las pruebas de cristalizacion montadas con anterioridad, de ellas se observo
que en las condiciones con pH altos las gotas seguian translicidas, indicando que la proteina aun se
encontraba soluble. De esta manera se decidié trabajar con la proteina a pH 8.5 desde que es
colectada de la columna de afinidad de Niquel hasta que se ponen las pruebas de cristalizacion.
También se observd que el glicerol disminuia la nucleacion, es decir, también le brindaba mas
solubilidad a la proteina. Con estas condiciones, manteniendo a la proteina en un amortiguador de
fosfatos a pH 8.5, con 150 mM de NaCl y 5% de glicerol se logré una concentracién de 60mg/ml y
con la muestra se hicieron dos matrices, de 9 puntos cada una, para explorar una zona del diagrama
de fase. Las matrices tienen tres concentraciones de proteina (10, 26, 60mg/ml) y tres

concentraciones del precipitante (15, 20 y 25 % de etanol para una matriz e isopropanol para otra).

En estas dos matrices no se obtuvieron cristales, sin embargo, sirvieron de pauta para disefiar
nuevas condiciones de cristalizacién. Ademas, el hecho de lograr un incremento en la solubilidad de
la proteina representa una gran ventaja, ya que las condiciones de cristalizacion se pueden hacer con
mads proteina por experimento, esto favorece la aparicion de cristales de mayor tamafio. Las
condiciones de cristalizacion derivadas de estos resultados exploran un rango de etanol desde 30
hasta 35 % para una concentraciéon de proteina de 10 mg/ml; otro rango de etanol desde 13 hasta 18
% para una concentracion de proteina de 25 mg/ml. Cada una de estas con 0, 5y 10 % de glicerol y a
su vez con Tiamina-fosfato, Thiazol-fosfato, Thiazol-fosfato + pirofosfato + Magnesio, pirofosfato +
Magnesio y sin ligante. Ademas, una serie idéntica, pero sustituyendo el etanol por isopropanol. (Fig.

7-6)

34



Etanol Isopropanol

Figura 7-6. Optimizaciéon de cristales de la proteina
o e oo s ThiDN_PF. Estos cristales crecieron en condiciones con
10%glcero etanol e isopropanol a 18°C.

Como resultado de estos experimentos se obtuvieron cristales, cuyas dimensiones van desde 80
hasta 160 micras de largo, que son titiles para estudios de difraccion de rayos X. Los cristales mas
grandes se obtuvieron con 25 mg/ml de proteina y los hay con los diferentes ligantes. Una vez que se
tuvo instalado el equipo de rayos X en el laboratorio, se hicieron pruebas de difraccién de los cristales
obtenidos en estas condiciones. Dado que estos cristales no crecen en condiciones crioprotectoras, fue
necesario hacer un rastreo de soluciones que cumplan esta funcién. Se eligieron cinco soluciones
crioprotectoras compatibles con condiciones de cristalizacion con etanol, que tenian los mismos
reactivos en donde creci6 el cristal mas; a) 30% de glicerol, b) 30% de trealosa, c) 30% de MPD, d)
35% de PEG400, e) 30% de isopropanol+12%glicerol o bien 30% de etanol+12%glicerol, segtn

fueran gotas que crecieron en isopropanol o en etanol.

A pesar de que los cristales eran mdas grandes y no fueron transportados, difractaron muy
pobremente, alrededor de 6 A de resolucion. Los cristales que crecieron en isopropanol, difractaron
mejor que los cristales en etanol, sin embargo, no se logré mejorar los resultados del cristal difractado

anteriormente.

ThiN_Ss

Las pruebas de cristalizacién de la proteina ThiN de Sulfolobus solfataricus no habian rendido
resultados alentadores. Varios meses después de las pruebas de cristalizacién iniciales se observaron
cristales en la condicién 32 del Crystall Screen Cryo, la cual contiene 1.5 M de sulfato de amonio y
25 % de glicerol. Muy probablemente estas condiciones se encontraban en equilibrio en la zona
metaestable del diagrama de fases, por lo que no se vio favorecido la apariciéon de nucleos y por

consiguiente de cristales, hasta que se produjo un cambio que favorecié la apariciéon de algunos
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nucleos, que crecieron hasta formar los cristales. Uno de estos cristales se difracté en el LUEP en la
Ciudad de México, llegé a 2.0 A de resolucién y se pudo colectar un conjunto de datos con una
integridad del 90 %. El grupo espacial al que pertenece este cristal es P4,2,2 y tienen una celda de

a=b=115.390 A, c=64.470 A, a=p=y=90°. (Fig. 7-7)

Condicién 32 del CScryo
1.5M S. Amonio

25% glicerol

Proteina 4 mgriml

Figura 7-7. Cristales y patrén de
difracciéon de la proteina ThiN de
Sulfolobus solfataricus. Este patron
o ostos ke de difraccion fue obtenido en la
PH 56, gota de 1.2 microlitos fuente de rayos X de 4nodo rotatorio
Proteina 10 mgriml de] LUEP'

A partir de las condiciones donde aparecieron estos cristales, se exploraron variantes de la
concentracion de sulfato de amonio desde 1 hasta 1.8 M a cuatro concentraciones de proteina: 3, 18,
20 y 25 mg/ml, manteniendo fijo el porcentaje de glicerol. El objetivo de estas variantes era desplazar
el equilibrio de las condiciones iniciales hacia la zona de nucleacién del diagrama de fases. En estas
pruebas se obtuvo un ligero precipitado en algunas gotas. El sulfato de amonio es volatil y esto
genera dificultades para controlar los valores reales de concentracion dentro de la gota en equilibrio y
por consiguiente el pH. Una estrategia ttil en casos como este es sustituir el sulfato de amonio por un
regulador de fosfatos que combinara el fosfato de sodio monobasico con el fosfato de potasio
dibasico. Los fosfatos son mas estables y la combinacién de estos compuestos permite trabajar con
altas concentraciones de amortiguador de fosfatos, ademas de poder regular el pH de manera mas

facil y reproducible, tinicamente modificando los porcentajes de cada uno.

Usando este criterio, se hicieron algunas pruebas de cristalizacion para ver el comportamiento
del amortiguador de fosfatos comparado con el sulfato de amonio, manteniendo la concentracién de
proteina fija en 10 mg/ml. Estas pruebas exploraron 1.6, 1.8 y 2 M de sulfato de amonio a pH 6.5 y
pH 5.5, con 0 y 25 % de glicerol, y una otra serie idéntica pero sustituyendo el sulfato de amonio por

el amortiguador de fosfatos, y se colocaron a dos temperaturas: 18 y 30°C. En las condiciones que

36


file:///home/yagul/Documentos/ACADEMICOS/Escritos_TESIS/Imagenes/Figura_7-7_Cristal-Patron-SS.png

contenian el amortiguador de fosfatos, se obtuvieron microcristales y precipitado cristalino, asi que se
continu6 explorando rangos mas finos de glicerol, pH y concentracion de fosfatos, ademas de
diferentes ligantes como Tiamina-fosfato, Tiazol-fosfato, Tiazol-fosfato + pirofosfato + magnesio y
pirofosfato + magnesio. Los mejores cristales se obtuvieron a 18°C en 10% de fosfato de Potasio
dibasico y 90 % de fosfato de Sodio monobdsico a una concentracién de 1.7 M, a 18 grados
centigrados con 0 % de glicerol, y algunos de ellos en condiciones con Tiamina-fosfato. Estos
cristales tienen entre 80 y 120 micras de largo, cabe notar que la forma que tienen estos cristales es

diferente a los cristales que crecieron en sulfato de amonio (Fig. 7-7).

La proteina ThiN_Ss solo tiene el dominio para el cual no existe ningin homélogo con
estructura conocida, por lo que el problema de fase s6lo se puede resolver con técnicas como
SAD/MAD o SIR/MIR. Sin embargo, cuando se intent6 purificar la proteina con seleniometioninas
esta no se expresd, por lo que la tnica técnica para resolver el problema de fase que se podia usar era

MIR o SIR.

En la técnica de MIR, la primera etapa consiste en hacer una seleccion de los atomos pesados a
usar, basada en varios parametros, sobre todo, en su compatibilidad con el pH de la condicion de
cristalizacion. Posteriormente se hacen pruebas de remojado con cristales no utiles para estudios
estructurales, como por ejemplo, cristales pequefios o encastrados. Se evaldan el tiempo de remojado
y la concentracion del atomo pesado a los cuales el cristal no se destruye. Después de esta etapa se
comienzan a hacer pruebas con cristales grandes y se evalda la calidad de difraccién y el dafio por

radiacion, ya que los cristales remojados con atomos pesados suelen ser mas sensibles.

La seleccion de atomos pesados candidatos a usar se hizo con los kits disponibles
comercialmente por Hampton Research (Ref. 2). Se hicieron pruebas de “supervivencia” de cristales
para acetato de plomo (Pb(CH3COQ),), hexacloroiridato de potasio (K.IrCls), tungstato de sodio
(Na;WQ,), cloruro de holmio (HoCl;), nitrato de mercurio (Hg(NOs),), dacido p-
hidroximercuribenzoico (C;HsHgOsNa), tetracloro platinato de potasio (K,PtCl,), hexacloro platinato

de potasio (K.PtClg) y yoduro de sodio (Nal).

La primer prueba de remojado se hizo con el iridio. En este caso, se colocd el cristal en una

gota que contenia 20 mM del atomo pesado y se monitore6 constantemente mientras el cristal no se
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desintegraba. Durante 24 horas el cristal present6 estabilidad, después de esto, se cuarte6. Para hacer
las pruebas de estabilidad de los cristales con plomo, tungsteno, holmio y nitrato de mercurio se
probaron dos concentraciones: 1 y 10 mM, y se evaluaron tres tiempos para cada uno: 10 min, 1 hry
12 hr. Los cristales remojados en plomo y tungsteno se disolvieron en 10 mM en menos de 10
minutos, sin embargo, sobrevivieron en 1 mM mas de 1 hr pero no llegaron a las 12 hr. El cristal
remojado en holmio sobrevivié mas de 12 hrs tanto en 1mM como en 10mM. En el caso del cristal
remojado en nitrato de mercurio, este sobrevivio en 10 mM por mas de 10 min, pero no lleg6 a 1 hr,
en cambio, si sobrevivié mas de 12 hr en 1 mM. Para el hexacloro platinato y tetracloro platinato se
probaron 1 mM, 100 pM y 10 pM, y ambos cristales fueron estables en las tres concentraciones por
mas de 12 hrs. En el caso del acido p-hidroximercuribenzoico sélo se probé la concentracion de 1
mM. Para el yoduro de sodio se probaron tres concentraciones de Nal: 1 M, 500 mM y 300 mM, y el

tiempo se mantuvo constante en 10 segundos.

En base a estos resultados, se colectaron los siguientes datos de difraccion: El primero fue un
cristal remojado en 20 mM de K,IrCls durante 20 minutos y se expuso a los rayos X durante 60
minutos por marco, este cristal difracté a 1.86 A de resolucién. Un segundo conjunto de datos se
colect6 con un cristal remojado en 20 mM de K,IrClg durante 3.5 hrs, este cristal fue expuesto a los
rayos X 80 minutos por marco y difract a 2.98 A de resolucion. La baja resolucion no fue el tinico
problema en estos datos, sino que ademas, presentaron un cambio de celda, de a=b=113.14 A,
c=63.82 A, a=p=y90° a a=b=159.91 A, c=65.4 A, a=B=y=90°. Los programas que utilizan la sefial de
derivados metalicos pueden aceptar pequefias diferencias en las celdas entre los datos nativos y los
derivados (ya que es lo esperado, al incorporar atomos pesados al cristal), pero una diferencia tan
grande convierte a este conjunto de datos en algo complicado para trabajar. Este cambio de celda no
significa que se haya expandido de 115.39 A a 159.91 A, sino que, una variacién en las particulas
dentro de la celda hace que ya no se puedan relacionar por simple traslacién de la misma manera, es

decir, que el cambio en la celda no es de tamafio sino de relacion de operadores simétricos.

Para la derivada con acetato de mercurio, se colectaron datos de un cristal remojado en 10 mM
de Hg(NOs); durante 15 minutos. El cristal tuvo un tiempo de exposicion a los rayos X de 120
minutos y difracté a 3.5 A de resolucion. Para la derivada con Plomo, el cristal se remoj6 30 minutos
en 1 mM de Pb(CH;COO),, fue expuesto a los rayos X 70 minutos por marco y difracté a 2.79 A. La
derivada de 4cido p-hidroximercuribenzoico difracté a 3.18 A de resolucién y fue con un cristal

remojado 20 minutos en 1 mM del compuesto metalico (C;HsHgOsNa) y expuesto a los rayos X 90
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minutos por marco.

La derivada de hexacloro platinato fue la que difract6 a mayor resolucion de todos los datos
colectados, lleg6 hasta 1.78 A de resolucién. Se utilizo uno de los cristales que crecié en la solucién
32 del kit Cryo, que era considerablemente mayor que los cristales obtenidos posteriormente. Este
cristal fue remojado 9 horas en 1 mM de K,PtClg y expuesto a la radiaciéon 20 minutos por marco. De
las derivadas de yodo que se probaron, la que difract6 fue aquella donde el cristal se remojé en 300
mM de Nal por 10 segundos, fue expuesto a los rayos X 40 minutos por marco y difracté a 2.99 A de
resolucion. Ademas de estas derivadas, se colecté un nuevo conjunto de datos nativos con un cristal

que crecio en la solucion 32 del kit Cryo.

El primer paso en el procesamiento de los datos consiste en concatenar o unir estos conjuntos
de datos en un mismo archivo, para que puedan ser escalados. Puesto de que los datos del cristal
nativo y de cada derivada son colectados independientemente y que el tamafio del cristal y el tiempo
de exposicion son diferentes para cada uno de ellos, la intensidad de los puntos de difraccién
correspondientes entre cada conjunto de datos es diferente, de tal forma que, para comparar los datos

de un cristal con otro es necesario hacer un escalamiento.

Posteriormente se hace un mapa de Patterson de diferencia entre un derivado y el nativo. Esta
comparacion nos da picos iniciales, que en teoria corresponden con los atomos pesados, a partir de
los cuales se pueden buscar mas atomos pesados. Una vez determinada la ubicacion de estos atomos y
sus fases calculadas, se comienza a tratar de calcular las fases para la proteina. Existen varios criterios

numeéricos que permiten evaluar la certeza de los calculos en cada uno de estos pasos.

El analisis del escalamiento de los datos mostr6 que, de existir atomos pesados incorporados,
estos son muy pocos en cada derivada y con ocupaciones mas o menos altas, o en su defecto, son
varios pero que tienen baja ocupacion, en este caso, la busqueda de atomos pesados es mas
complicada. Los mapas de Patterson obtenidos para cada derivada mostraron, en su mayoria, picos
en posiciones especiales, es decir, picos en los ejes de simetria del grupo espacial. Es posible que los
atomos pesados puedan incorporarse en los ejes de simetria de los grupos espaciales, sin embargo, la
mayoria de las veces estos picos son sélo ruido y en un principio no deben tomarse en cuenta. La
busqueda adicional de atomos pesados, basada a partir de aquellos que no estaban en posiciones

especiales, dio como resultado varios atomos por derivada pero con baja ocupacién. Debido a esto, es
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dificil determinar cuales de estos son reales y cuales son resultado del ruido.

El trabajo con estos datos ha mostrado que, aun con las derivadas combinadas, las posiciones de
los atomos pesados encontradas y sus fases calculadas no nos permiten tener “poder de fase”
suficiente para determinar las fases de la proteina y construir un modelo a partir de una densidad

electronica. Es necesario obtener una derivada que tenga pocos sitios con muy alta ocupacion.

El andlisis de estos datos, a pesar de que no nos dan sefial suficiente para resolver las fases de la
proteina, permiten disefiar una estrategia de remojado de cristales con la intencion de mejorar las

ocupaciones de los atomos pesados.

Se colectaron datos de difraccién de cristales remojados en: 2 mM de platino durante 20
minutos, 1.5 mM de platino durante 3 horas, 2 mM de holmio durante 6 horas, 1 mM de mercurio
durante 6 horas, 1 mM de plomo durante 30 minutos, 0.75 mM de plomo durante 10 hrs y 1mM de

plomo durante 10 horas y un nuevo cristal nativo con un cristal que creci6 en 1.7 M de fosfatos.

Cada uno de los derivados que tienen calidad suficiente para ser usados en MIR fueron
procesados en el grupo espacial P4,2,2 como datos anomalos y no anémalos. Se calcularon los mapas
de Patterson y se hicieron busquedas de atomos pesados para cada caso. El analisis del
procesamiento de datos muestra, en primer lugar, que la sefial anomala es muy pobre y se encuentra
debajo del borde de lo ttil, por lo tanto, intentar usarla para localizar atomos pesados incrementa el
ruido en el procesamiento. La calidad e integridad de los datos procesados como no anomalos es

mejor.

Ademas de estos datos, se colectaron otras tres derivadas de platino, una de holmio y una de
plomo, que eran las que mostraban diferencias con los datos nativos, sugiriendo que tenian atomos
pesados. Estos datos se colectaron en una fuente de energia de Sincrotréon que permitioé tener una
mejor calidad e integridad de datos que los colectados en el difractometro de anodo rotatorio.
También se colectaron un conjunto de datos de un cristal no remojado en soluciéon de atomos pesados
con la intencion de usar una técnica llamada Sulfur-SAD, en la que se usa la sefial anémala del azufre
de la proteina para resolver las fases. Esta sefial anomala es mas débil que la de los atomos pesados,
sin embargo, ha sido util en algunos casos ya que, si se conoce la secuencia, se tiene la ventaja de

saber cuantos 4tomos de azufre hay por proteina, que en este caso son 7, y ademds sus ocupaciones
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son totales.

El procesamiento de estos datos no dio una respuesta satisfactoria para el problema de fases,
pues ninguna derivada, incluyendo la técnica de sulfur-SAD, por si misma tienen poder de fase
suficiente que permita generar mapas de densidad electréonica y construir un modelo, por lo que es
necesario seguir buscando combinatorias adecuadas. Es probable que los datos colectados hasta ahora
permitan resolver el problema de fase, sin embargo, no es posible estimar el tiempo necesario para

ello.
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8. CONCLUSIONES

La purificacion de las proteinas ThiDN_Tm, ThiDN_Pf y ThiN_Ss fue adecuada
para hacer pruebas de cristalizacion y obtener cristales con caracteristicas necesarias
para realizar estudios de difraccién de rayos X. Sin embargo, en las digestiones hechas
con trombina para retirar la marca de histidinas, la proteina se precipitaba y daba un
rendimiento menor de proteina ttil para pruebas de cristalizacion. Lo mismo ocurri6

con la proteina purificada por medio de calor.

Se obtuvieron cristales de las tres proteinas. Estos cristales fueron de tamafio
adecuado para hacer estudios de difraccién de rayos X. No obstante, los cristales de las
proteinas ThiDN_Tm y ThiDN_Pf difractaron a baja resolucién, independientemente
del tamafio del cristal y de la fuente de rayos X usada. Ambos presentaron un valor de B
de Wilson mayor de 60, indicando parametros de movilidad atomica altos. Un aspecto
comun en estas proteinas es que tienen dos dominios, y es probable que exista cierta
movilidad entre ellos, dando como resultado diferencias entre las proteinas dentro del
cristal que se refleja en un valor de B de Wilson alto y como consecuencia una baja

resolucion intrinseca de los cristales.

A pesar de la baja resolucion de los datos se logré resolver parcialmente el
Reemplazo molecular en los cristales de ThiDN_Tm y ThiDN_Pf ubicando la posicién
relativa de los monomeros dentro del cristal, pero no fue posible construir un modelo

para los atomos individuales ni ubicar al dominio N.

Los experimentos de SAD/MAD y SIR/MIR hechos con los cristales de
ThiDN_Tm y ThiDN_Pf para resolver el problema de fase no permitieron determinar la
posicién de los atomos pesados dentro del cristal, muy probablemente debido a la
movilidad que presentan los monomeros, generando una deslocalizacion de los atomos

pesados.
Los experimentos de SIR/MIR hechos con los cristales de ThiN_Ss no

permitieron determinar la posicion de los atomos pesados dentro del cristal debido a la

baja sefial que se detectaba. A pesar de los multiples intentos por conseguir poder de
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fase que permitiera construir un modelo de esta proteina no se encontré una
combinacion adecuada de derivados metalicos que permitiera resolver el problema de

fase.
Se cumplieron los objetivos de obtener cristales de las proteinas ThiDN_Tm,

ThiDN_Pf y ThiN_Ss y hacer estudios de difraccion de rayos X. Aun asi, los datos

obtenidos no permitieron determinar su estructura.
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9. PERSPECTIVAS

Como perspectivas para este trabajo podemos mencionar las siguientes:

Realizar mas pruebas de remojado de cristales de la proteina ThiN_Ss con atomos
pesados. Para ello se necesitaria preparar una purificacion de proteina a partir de varios
litros de cultivo bacteriano para colocar el mayor nimero posible de condiciones de
cristalizacion, de tal manera que se tengan suficientes cristales disponibles para realizar

las pruebas de supervivencia de cristales y la colecta de datos necesarios.

De la misma manera, se puede hacer una preparacion de proteina ThiDN_Pf
expresada con seleniometioninas, buscar condiciones de cristalizacion en donde se
formen cristales deseables para experimentos de difraccion y con ello colectar datos de

calidad suficiente que permitan resolver la estructura.

Por otro lado, también es factible separar los dominios D y N en las proteinas
ThiDN_Tm y ThiDN_Pf para realizar pruebas de cristalizacion solamente del dominio
que no tiene homologos con estructura conocida. Es probable que estos dominios
separados cristalicen en formas que permitan la expresion con seleniometioninas o la
incorporacién de atomos pesados que faciliten la determinacién de la estructura. Sin
embargo, seria necesario hacer estudios posteriores que permitan construir un modelo

de la enzima hibrida completa para estudiar su funcionamiento.

Otro camino a tomar es intentar cristalizar alguna proteina de este grupo
perteneciente a otro microorganismo. Determinar su estructura permitiria, con los datos
colectados resolver por reemplazo molecular el problema de fase de las demas
proteinas, teniendo de esta manera, al menos cuatro estructuras diferentes que
permitirian hacer un estudio estructural comparativo mas extenso sobre estas enzimas

analogas.
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