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Resumen:

En el presente trabajo se estudio la influencia de un campo eléctrico interno en la
cristalizacion de proteinas. El método propuesto esta basado en la técnica de acupuntura en
geles (Garcia Ruiz J.M. & Moreno A., 1994). Como es una técnica novedosa se debid
evaluar ciertas variables particulares del dispositivo utilizado para el crecimiento, como el
tipo de electrodos a usar, la polaridad de los mismos, distancias y la corriente a aplicar. El
método fue validado para dos proteinas modelo, lisozima de gallinas (HEWL) y taumatina
de Thaumatococcus daniellii y para una proteina con actividad redox, citocromo ¢ bovino.
Por ultimo, se caracterizaron depdsitos de citocromo ¢ sobre un electrodo de 6xido de indio
y estafio con el fin de estudiar la conducta electroquimica de esta proteina en aras del

disefio de un biosensor de monocristales.

Abstract:

In this thesis, a new set-up based on the gel acupuncture method (Garcia-Ruiz, J.M. and
Moreno, A., 1994) as well as the influence of an internal electric field upon protein
crystallization have been studied. All variables related to the set-up were evaluated, such as
the chemical composition of the electrodes, the polarities, the distances between electrodes,
and the magnitude of the applied current. The method was validated by means of using two
model proteins (hen egg white lysozyme (HEWL) and Thaumatin, from Thaumatococcus
daniellii) and a redox protein from the bovine heart (cytochrome c). Finally, deposits of
ultrapure cytochrome ¢ on an indium tin oxide electrode (ITO) have been characterized and
studied upon their electrochemical behavior as a plausible design of a biosensor for electron

transfer.



Antecedentes:

Las funciones en los sistemas biologicos estan gobernadas por las macromoléculas
biolégicas, tales como las proteinas, los acidos nucleicos y los polisacaridos cuyo papel
especifico estd definido por su estructura tridimensional. Desde el punto de vista
experimental, la estructura tridimensional se puede determinar en nuestros dias a través de
dos vias: la primera es la resonancia magnética nuclear (RMN), que permite hacer el
estudio en solucidn, pero que estd limitada a proteinas de bajo peso molecular (Clore, M.G.
and Gronenborn, A., 1991). La otra opcion es la cristalografia de rayos-X, la cual requiere
cristales de adecuada calidad para llevar a cabo dicha determinacion. Sin embargo, la
cristalizacion de proteinas y de otras biomoléculas para estudios estructurales es un
problema de consideracion en las ciencias médicas y biologicas. Esto se debe a que se tiene
un escaso conocimiento del mecanismo de crecimiento cristalino, los eventos que juegan un
papel relevante en los procesos de nucleacion y los parametros cinéticos y termodinamicos

que rigen las soluciones macromoleculares (McPherson, A. 1999).

Las proteinas se comportan como macroiones en solucion, y como tales, responden a la
presencia de potenciales eléctricos. Aun las proteinas de membrana, mas hidrofébicas,
presentan orientaciones preferenciales y comportamientos electroquimicos definidos. Estas
caracteristicas pueden ser utilizadas para intentar un estudio sobre su comportamiento
frente a la agregacion de manera ordenada. Sin embargo, se necesitaron muchos afios de
estudio para introducir la electroquimica a las ciencias biolégicas. Dos de los eventos
claves fueron los de Kallmann y Pope en 1960, encontraron que ciertas sustancias,
consideradas como “aislantes”, al ponerlas en contacto con ciertos sistemas redox
adecuados en solucion, aceptaban electrones y pasaban una corriente (Kallmann M & Pope
M., 1960). El otro evento fue en 1969, cuando Rosenberg y Postow mostraron que los datos
sobre conductividad electrénica en proteinas no era adecuada, ya que usaban proteinas en
medios secos y no himedos, como ocurre en al realidad bioldgica. Ellos determinaron de
los calculos la conductividad idnica y establecieron una relacion entre la conductancia de

electronica y el grado de hidratacion (Rosenberg, B. & Postow, E., 1969).

Gracias a estos hechos y muchos otros, es que podemos considerar a las proteinas

sustancias semiconductoras y no aislantes como se las creia. Sumado a esto, las mismas



presentan una alta selectividad y especificidad en su funcionamiento, lo que las convierte
en elementos claves de todo proceso metabolico, y de gran interés para su estudio en

diferentes areas.

Por otro lado, si tomamos en cuenta que las proteinas son moléculas que poseen una
cantidad muy alta de agua, estudios en medios no liquidos pueden presentar problemas de
deshidratacion, con la consiguiente alteracion estructural de las mismas. Con respecto a
esto ultimo, la microscopia de fuerza atomica (AFM) presenta una ventaja extraordinaria
respecto a otras técnicas, ya que permite tener un estudio estructural in sifu, de tipo atdmico
o molecular de la macromolécula, en medios acuosos y otros fluidos. Estos hace a las
técnicas de barrido con sondas, como la microscopia de fuerza atémica y la microscopia
por efecto tinel, herramientas poderosas para el estudio de los sistemas bioldgicos
macromoleculares en condiciones cercanas a sus medios naturales y con una sonda que no
es destructiva para la muestra, condiciones que son imposibles de realizar por medio de la
microscopia electrénica de barrido convencional, rayos-X o RMN. Adicionalmente, la
microscopia de fuerza atdmica permite obtener imégenes de muestras no conductoras y
conductoras sin ningun problema técnico, pudiéndose seguir procesos de agregacion-
disolucién en el tiempo. (Cohen et al., 1997). Esto permite la caracterizacion del mismo
desde un punto de vista cinético. Existen aplicaciones combinadas como estudios de
cristalizacién en el AFM empleando técnicas electroquimicas incluidas en dichos equipos o
el desarrollo de sensores biologicos (“biosensores”) (Eggins, B.R., 1997). En un biosensor,
el elemento de sensibilidad que corresponde a la sustancia que se mide es de naturaleza
biologica (proteina, acido nucleico o polisacéarido). Esta tiene que ser ensamblada a un
transductor de algin tipo, de tal manera que una respuesta observable debe ocurrir (sefial),
ésta directamente se procesa para analizar su respuesta que puede ser de tipo quimica o
eléctrica. En general un biosensor se define como un dispositivo que incorpora un sensor

biologico acoplado a un transductor.

En este trabajo se pretende emplear los conceptos de electroquimica y estudios
estructurales para la cristalizacion de proteinas en presencia de un campo eléctrico interno,
que sentaran las bases para el desarrollo de biosensores, cuyas aplicaciones sean utiles en el

area de la medicina, biotecnoldgicas y ciencias en general.



Hipotesis:

A través de las propiedades eléctricas una macromolécula biologica es posible obtener un
arreglo tridimensional ordenado (monocristal). Con ello sera posible conocer la estructura y
en consecuencia disefiar nuevos materiales (sensores biologicos) con importantes

aplicaciones biotecnologicas y biomédicas.

Justificacion:

La cristalizacion de biomoléculas es un método muy util a la hora de realizar estudios de
biologia estructural. Sus aplicaciones son muy diversas, ya sea para estudios de la relacion
estructura funcién, estudios de mecanismos de interaccion entre un inhibidor y una enzima,
complejos de biomoléculas, en el disefio de farmacos y productos genéticamente

modificados, como ejemplos.

Si bien se conocen numerosas técnicas para el crecimiento de cristales y existen en el
mercado muchos kits que ayudan a encontrar las condiciones de crecimiento y
optimizacién, el analisis racional del proceso no ha sido explorado totalmente. En los
tltimos afios han estado floreciendo el estudio de algunos parametros fisicoquimicos que
pueden brindar mayor control de la nucleacion y del crecimiento cristalino, como el efecto
del campo magnético (Sazaki et al. 1997; Ataka et al. 1997; Wakayama et al., 1997,
Yanagiya et al., 2000), el efecto del campos eléctricos externos (Taleb ef al. 1999, 2001;
Nanev & Penkova, 2001, 2002) o el estudios con altas presiones (Kadri A. et al. 2002).

Hasta el inicio de esta tesis, no existian trabajos realizados en presencia de un campo
eléctrico interno donde las soluciones estuvieran en contacto con los electrodos. Las
proteinas son moléculas cargadas que se comportan como macroiones en presencia de un
campo eléctrico, orientdndose y dirigiéndose a centros de atraccion (especies de cargas
opuestas), favoreciendo el crecimiento de cristales ordenados. Mas atn, un gran numero de
proteinas estan involucradas en la transferencia de carga y presentan centros con actividad
redox los cuales son sensibles a determinados valores de potencial eléctrico. Con la
intencion de aprovechar el comportamiento de las proteinas bajo un campo eléctrico en

beneficio del crecimiento de cristales se realizo el estudio de la presente tesis doctoral. Se



postuld una hipétesis de como estaria actuando el campo eléctrico en el crecimiento de
cristales, se verificd con dos proteinas modelo, lisozima de huevos de gallina y taumatina
de Thaumatococcus daniellii, al igual que con una proteina transportadora de electrones,

citocromo ¢ bovino.

Objetivo general

Se pretende desarrollar las bases de un nuevo método para obtener cristales de proteinas,
solubles, comprender los eventos involucrados en la interfase electrodo/proteina, y la

transferencia de cargas entre ellas, bases para el desarrollo de sensores bioldgicos.

Objetivos Particulares

1. Establecer los principios para la cristalizacion de proteinas en presencia de un campo

eléctrico interno.

2. Aplicar esta técnica de cristalizacion a diversas proteinas modelo, tales como:
lisozima y taumatina, las cuales se conoces su estructura cristalografica, y a una proteina
no-modelo, como citocromo ¢ bovino. Esta tltima no tiene sus coordenadas cristalograficas

reportadas. La intencién es validar el método.

3. Estudios cristalograficos para comparar la calidad cristalina del método nuevo

respecto al tradicional.

4. Estudio de los procesos de transferencia de carga en soélidos de macromoléculas

bioldgicas.



Abreviaturas:

AFM: Iniciales de su nombre en inglés Atomic Force Microscopy (microscopio de fuerza
atomica).

E: vector campo eléctrico.

I: corriente eléctrica.

ITO: Iniciales de su nombre en inglés Indium Tin Oxide electrode, (electrodo de 6xido de
estafio dopado con In).

HACcO: 4cido acético.

HEWL.: iniciales de su nombre en ingles, Hen Egg White Lysozyme (lisozima de huevo de
gallina)

NaAcO: Acetato de sodio.

NaCl: cloruro de sodio.

R: resistencia eléctrica.

TFA: acido trifluoroacético.

V: potencial eléctrico.



Capitulo 1: Presentacion

1.1- Introduccion:

El progreso en el 4rea de biologia molecular durante el ultimo cuarto de siglo ha sido
sumamente dependiente del conocimiento estructural a nivel atomico de macromoléculas
biologicas. Han surgido muchos esfuerzos, en diversas partes del mundo, para fomentar el
estudio estructural de proteinas y conocer las diversas conformaciones que existen en la
naturaleza. El objetivo final es entender las familias estructurales de proteinas, cuales son los
plegamientos y la relaciéon que existe entre estructura y funcion. Las redundancias en los
motivos y elementos estructurales hallados en las estructuras proteicas reportadas hasta la
fecha, sugieren que el numero de conformaciones es finito y manejable. Una vez que se
conozca la mayoria de ellas se podra predecir, basados en la estructura primaria, las funciones

que tienen los dominios de proteinas desconocidas.

La biologia estructural también ha influido notoriamente en el campo de la ingenieria de
proteinas. Mientras las técnicas de ADN recombinante son las herramientas sintéticas, la
determinacion de estructuras conforma la herramienta analitica, permitiendo guiar de forma
inteligente e intencionada los cambios ha introducir, en oposicion a las técnicas aleatorias de
modificacion. Los avances en la gendmica han permitido expresar proteinas en sistemas vivos,
estudiar sus actividades y en base a sus estructuras, modificarlas genéticamente con algun fin
practico, ya sea incrementar su estabilidad o afinidad por sustratos, inhibidores, etc. Todo esto

revolucionara la vida humana en diversos aspectos: economico, salud, alimentacion.

Maés alla del impacto en la bioquimica y biologia las estructuras tridimensionales han
demostrado ser de un valor formidable en biotecnologia. La biologia estructural ha promovido
el campo de la farmacologia, a través del disefio de farmacos racional basado en la estructura,
desde pequefias y emergentes compaiiias asi como en las grandes industrias. Esto provocara un
gran impacto en la cura de diversas enfermedades humanas, problemas veterinarios o

afecciones en las cosechas, en la agricultura (McPherson A, 2003).

Los avances en la genémica, y por ende en la proteémica, han producido miles de proteinas
nuevas para su estudio en proyectos de biologia estructural y de disefio de farmacos. La

elucidacion de las secuencias de genomas completos de organismos vertebrados e



invertebrados (Roses AD, 2002) ha acelerado los esfuerzos internacionales para desarrollar
meétodos en gran escala y tecnologias que permitan la rapida determinacion de estructuras
tridimensionales proteicas (Kuhn, P. ef al. 2002). Dado que el nimero de proteinas nuevas
continuara creciendo asi como el nimero de investigadores que las estudiaran, surge una
necesidad importante de métodos més eficientes y efectivos en la determinacion de estructuras
(DeLucas, J.L. er al. 2003). Al dia de la fecha y en el futuro cercano, la tinica técnica que
puede proveer datos estructurales de proteinas a resolucion atomica para los fines comentados
es la difraccion de rayos x a partir de cristales Unicos. Existen otras técnicas que aportan datos
estructurales y datos de dinamica molecular, mas no son aplicables a los fines mencionados

(McPherson A. 2003).

Para poder aplicar la cristalografia de rayos x se requieren cristales de tamaifio y calidad
adecuada que permitan colectar datos precisos, ya que la fidelidad de la estructura final
depende directamente de la perfeccion, tamafio y propiedades fisicas de los cristales. Esto los
convierte en la pieza clave de todo el proceso y su produccion en el cuello de botella. El
problema de crecer cristales adecuados involucra diversos aspectos. Uno de los inconvenientes
principales para obtener cristales de calidad se debe al efecto de la conveccion natural sobre
las soluciones de cristalizacion, presente en todos los experimentos realizados en condiciones

normales de gravedad terrestre.
Fenomenos de transporte y cristalizacion.

Los procesos de transporte, particularmente el transporte de masa, son muy importantes en
el crecimiento de cristales a partir de soluciones acuosas (Chernov A.A., 1984; Sarig S., 1994,
Benneman P. 1974). De hecho, los procesos de transporte de masa y calor son criticos para la
calidad y caracteristicas de los cristales (Hurle, D.T.J. 1994a). Muchas técnicas de
cristalogénesis han sido desarrolladas explicitamente para controlar las contribuciones
relativas del transporte convectivo y difusivo en el crecimiento de cristales (Hurle, D.T.J.
1994b). Durante la incorporacién activa de iones o moléculas a la red se generan diferencias
de densidad en la proximidad de las caras en crecimiento y surge el flujo convectivo en el
entorno inmediato del cristal (Frankenheim L., 1860; Rosenberger F., 1986; Chen P.S. et al.
1979). El transporte de moléculas por conveccion compite con el transporte de difusion pura y
la interaccion de estos dos tipos de transporte determina el modo y la cinética de presentacion

de nutrientes al cristal en formacion.



Los fendmenos de transporte no solo afectan a los nutrientes sino también a la velocidad de
adsorciéon e incorporaciéon de impurezas. Estas ualtimas alteran el tamafio, el desarrollo
morfolégico y la perfeccion del cristal (McPherson A. 1996). Por otro lado, hay que
considerar que el transporte convectivo de masa ocurre solamente en presencia de gravedad.
Sélo asi los fluidos pesados bajaran y los fluidos ligeros subirdn, surgiendo las corrientes
convectivas en el seno de la solucion. Existen otros tipos de conveccion, como la conveccion
producida por la tension superficial (Rosenberger, F. 1979) pero éstas son menores, casi

insignificantes en la cristalizacion en solucion.

Afios de experimentacion con diversos cristales confirmaron que al minimizar el transporte
de masas convectivo generalmente se obtienen cristales de calidad superior, con propiedades

mecanicas y Opticas mejoradas, densidad de defectos reducida y mayor tamafio.

(Como es posible suprimir la conveccion en la cristalogénesis? Hoy en dia existen diversas
propuestas para anularla o al menos reducirla. Una de ellas es la cristalizacion de
macromoléculas en el espacio, donde en ausencia de gravedad desaparece la conveccion. En la
ultima década ha surgido otro enfoque que consiste en aplicar campos magnéticos, los cuales
generan fuerzas que se oponen a la gravedad, reduciendo la conveccion natural de las
soluciones (Ataka M. er al. 1997, Wakayama, NI. et al. 1997). También las técnicas de
cristalizacion en geles son una alternativa ampliamente aceptada para eliminar la conveccion

natural (Garcia-Ruiz, J.M. et al. 2001).

Es natural pensar que la cristalizaciéon a gravedad cero, o al menos reducida, genere
cristales de propiedades superiores (McPherson A. 1996). ;Cémo ocurre esto? Observaciones
y datos experimentales sostienen la hipdtesis que el flujo convectivo introduce en los cristales
en crecimiento un desorden estadistico, defectos y dislocaciones en su superficie (Pusey, M. et
al. 1998; Broom, M.B.H. ef al. 1988; Baird, J.K. et al. 1986). El transporte convectivo tiende a
ser variable y erratico, generando variaciones en los niveles de sobresaturacion en el entorno
de las caras en formacion, exponiéndolas a concentraciones de nutrientes altas permanentes,
iguales a los del seno de la solucion. Por el contrario, en microgravedad donde la conveccion
se halla suprimida, se produce una reduccion de la concentracion de nutrientes en la interfase
del cristal (figura 1). El transporte es puramente difusivo, que para el caso de proteinas es muy
lento, formandose una “zona de disminucion de nutrientes” en el entorno del nucleo, y gracias

a la ausencia de gravedad esta zona es cuasi-estable. Aparentemente, este es el mecanismo



principal de la mejoria en la calidad cristalina por microgravedad. Esta hipdtesis no solo esta
sustentada por los experimentos realizados sino también existe un modelo matematico que

explica el proceso de transporte (Lin H. et al. 1995).
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Figura 1: Esquema de la hipétesis sobre el crecimiento de cristales en
microgravedad. (Reproduccion de McPherson, A. 1996, con permiso
de Elsevier.)

Los primeros experimentos para cristalizar macromoléculas biologicas en microgravedad lo
realizé un grupo alemadn, bajo la direccion del profesor Walter Littke, en 1978. En esa ocasion
se logro cristalizar exitosamente lisozima y beta-galactosidasa, usando el método de difusion
liquido-liquido en una serie de reactores (Salemne, F.R. 1972; Littke, W. 1979; McPherson, A.
1976; McPherson A. 1982). Sin embargo, no fue hasta 1989 que se publicd en Science un
articulo donde se reportaba el analisis de difraccién rayos x de varios cristales crecidos en
microgravedad, los cuales presentaban mayores relaciones I/sigma(I) en todo el rango de
resolucién y mayor R (resolucion) (De Lucas J.L. ef al. 1989). El articulo aporté una prueba
concreta de que los cristales formados en microgravedad proporcionaban un mayor nimero de

datos de mejor calidad para ser analizados y asi obtener finalmente estructuras mas precisas.

Segun los criterios de comparacion establecidos, se encontraron ciertas ventajas para el
crecimiento cristalino en microgravedad (De Lucas, J.L. et al. 1989; Helliwell, J.R. et al.
1995; Snell, E.H. et al. 1995).

v' superioridad visual de aquellos cristales crecidos en el espacio.
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v' mayor tamafio de los cristales, varios 6rdenes de magnitud superiores al cristal mas

grande obtenido en tierra (McPherson, A. 1996).
v mayores resoluciones al difractar.

v" mejores sefiales I/o(I) (Wilson Plot). Al comparar la relacion I/c(I) en todo el rango de
R, se encontraron valores mayores para los cristales formados en microgravedad, aunque se
desconocen las propiedades fisicas responsables de esto. Aparentemente la superioridad sea

reflejo de una menor densidad de defectos.

v los picos de las intensidades difractadas son mas agudos, indicando (cuantitativamente)

que los cristales formados en el espacio presentan un mayor orden interno y perfeccion.

v en ausencia de gravedad se han podido cristalizar no solo proteinas sino otras
macromoléculas, las cuales eran muy dificiles de cristalizar en tierra, como ciertos virus
(Satellite Tobacco Mosaic Virus), DNA, blancos farmacéuticos (transcriptasa reversa del virus

HIV) o proteinas de membrana (bacteriorodopsina).

v en microgravedad se elimina el efecto de sedimentacion. Los cristales formados en el
espacio mantienen sus posiciones estables y definidas durante largos periodos de tiempo. Esto
genera un entorno favorable para el crecimiento de multiples cristales, ya que se minimizan las
superposiciones de sus campos difusivos y se asegura un acceso mas o menos uniforme de los
nutrientes a todas las caras (Boistelle, R. ef al. 1988). Por otro lado, se evita la incorporacién
de microcristales o ntcleos tridimensionales por sedimentacion a las caras en formacion de

otros cristales.

Gracias a las razones expresadas previamente y las ventajas enumeradas, el método de
cristalizacibn en microgravedad es muy conveniente, en particular para aquellas
macromoléculas dificiles de cristalizar en tierra o en el caso de conocer las condiciones
Optimas de cristalizacion, para estudiar algunos aspectos de su crecimiento. Por otro lado,
entre sus desventajas podemos mencionar que es un método costoso y se requiere de mucho
tiempo ya que las misiones no son diarias y las mismas tardan varios dias. En particular,

cuando se desean realizar experimentos consecutivos.

En tierra es posible reducir la conveccion natural aplicando campos magnéticos.

Dependiendo si son campos magnéticos homogéneos 0 no homogéneos, estos actiian sobre las
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muestras de diferentes maneras. Los campos magnéticos no homogéneos son responsables de
reducir la gravedad efectiva que siente una solucion a través de la accion de una fuerza
magnetizante (Wakayama, N.I. et al. 1997). Al aplicar un gradiente de campo magnético en
forma vertical se genera una fuerza magnetizante sobre la muestra. Si ésta fuerza es opuesta a
la fuerza gravitatoria, se obtiene como resultado una reduccién de la aceleracion vertical

(gravedad efectiva) y por lo tanto, una disminucion de la conveccion natural.

Por simulacion matematica de un sistema de cristalizacion bajo un gradiente de campo
magnético se obtuvieron las concentraciones en el entorno de un cristal en crecimiento,
verificandose que al aplicar un gradiente de - 685 T*/m la conveccion se reducia en un 50%,
mientras que si se aplicaba un gradiente de -1370 T*/m la conveccién practicamente era
anulada, generandose una condicién similar a la encontrada en microgravedad (Qi, J. ef al.
2001). Experimentalmente se obtuvieron cristales de mayor calidad cristalina y que
difractaban con mayor resolucion, coincidiendo con el modelo matematico (Lin, S.X. et al.
2000). Mas atin, Wakayama y colaboradores encontraron que en presencia de la fuerza
magnetizante opuesta a g se obtenian menos cristales de lisozima que con su ausencia

(Wakayama, N.I. ef al. 1997).

Por otro lado, al aplicar campos magnéticos homogéneos también se observaron cristales de
mejor calidad (Sato, T. ef al. 2000) aunque la accién del campo sea diferente. Se observo que
aumentaba la viscosidad de la solucidn al aplicar campos magnéticos de 10 T en el entorno de
un cristal en crecimiento [Sato, T. ef al. 2000; Zhong, C.W. et al. 2001; Wang, L. et al. 2002).
El aumento de la viscosidad se traduce en una menor conveccion en la solucion. Ademads, se
observd un efecto orientador de los cristales formados bajo campos magnéticos elevados
(Ataka M. et al. 1997, Wakayama, N.I. et al. 1997). En otro estudio mas reciente se evaluo la
disminucion del coeficiente de difusion de lisozima en una solucién de cristalizacion ante un
campo magnético homogéneo de 6 y 10 T (Yin, D.C. et al. 2003). Todas estas observaciones
estan relacionadas entre si, y se dan por el efecto orientador del campo magnético a nivel
microscopico. En una solucién sobresaturada, los nucleos proteicos se encuentran en
suspension en la solucion y sedimentan al alcanzar un tamafio adecuado, el cual depende del
valor del campo. Estos nucleos actuarian como bloques que impiden la libre difusion de
mondmeros, tornando la solucion mas viscosa y por ende con menor conveccion (Yin, D.C. ef

al. 2003).
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El 4rea de crecimiento de cristales bajo campos magnéticos es relativamente nueva, y esta
en etapas de estudio. Ain queda mucho por comprender sobre el efecto de los campos
magnéticos homogéneos y no homogéneos sobre soluciones de macromoléculas (Wang, L. . ef

al. 2002).

Cristalizaciéon por contradifusion:

Otra forma de reducir la conveccion natural de las soluciones en gravedad terrestre es
incorporar medios gelificados dentro de las soluciones. Ya desde 1968, Zeppezauer y
colaboradores describieron el uso de celdas de microdialisis, formadas por tubos capilares
sellados con tapones de gel (poliacrilamida), para reducir la conveccion en soluciones de
cristalizacion y obtener mejores cristales (Zeppezauer, M. . ef al. 1968). En 1972, Salemne
también aplicé la cristalizacion dentro de un tubo capilar de vidrio, poniendo en contacto una
solucion proteica con la solucion del agente precipitante, alcanzandose el equilibrio por
contradifusion (Salemne, F.R., 1972). Afios después, con este mismo set-up se lograron

cristalizar las subunidades ribosomales (Yonath, A. . ef al. 1982).

Tras afios de investigacién, Garcia Ruiz J.M. propuso el uso de medios gelificados para
cristalizar macromoléculas por contradifusion. Esta técnica reunié el principio que reduce la
conveccion y la ventaja de poder incluir un amplio rango de condiciones consecutivas en un
solo experimento (Garcia-Ruiz, J.M., 1991). Todos estos avances permitieron que en 1993,
J.M. Garcia-Ruiz y su equipo desarrollaran la técnica de acupuntura en geles (Garcia-Ruiz,
JM., et al. 1993; Garcia-Ruiz, J.M. ef al. 1994). Esta técnica novedosa consiste en que la
solucion de agente precipitante permee un soporte de gel y suba por fuerza de capilaridad
dentro de un tubo capilar relleno de solucion proteica posibilitando la cristalizacion (Garcia-
Ruiz, .M. & Moreno, A. 1994). Hoy en dia se conoce mucho de ella, ya que se han evaluado
distintos tipos de geles, capilares, aditivos y tipo de agentes precipitantes que pueden utilizarse
(Garcia-Ruiz, J.M. et al. 1994; Bolaiios-Garcia, V.M., 2003). A diferencia de otras técnicas,
dentro del capilar se pueden tener distintos niveles de sobresaturacion, tal que ocurrira
precipitacion en zonas de muy altas sobresaturaciones, nucleacion cuando la sobresaturacion
sea elevada y crecimiento de dichos nucleos al bajar la misma. Esto aumenta las
probabilidades de encontrar las condiciones adecuadas de cristalizacion (Garcia-Ruiz, J.M. ef
al. 2001b]. Otras ventajas son la posibilidad de cristalizar proteinas en capilares aptos para su

posterior analisis estructural, evitando la posterior manipulacion fisica de los mismos y
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reduciendo el riesgo de quebraduras (Ng, J.D. et al. 2003) o cristalizar macromoléculas en
presencia de agentes crioprotectores y/o metales pesados (Gavira, J.A. et al. 2002). Esto
facilita su difraccion directa, sin roturas al montarlos en capilares o al transportarlos hasta el

sincrotron.

Por medio de la cristalizacion por acupuntura en geles se han podido cristalizar diversas
proteinas de diversos pesos moleculares y amplio rango de puntos isoeléctricos, virus y
complejos proteinas-acidos nucléicos (Biertiimpfel, C. et al. 2002). Ademads, en demanda a los
avances de la gendmica estructural hoy en dia se cuenta con un dispositivo que permite
realizar multiples ensayos simultaneos e independientes, apto para un screening efectivo de
condiciones de cristalizacion de macromoléculas biologicas (Ng, J.D. et al. 2003). Combina
las ventajas de las multiples condiciones dentro de un capilar, aumentando las posibilidades de
encontrar las condiciones Optimas, con la posibilidad de difractar directamente los cristales
obtenidos, desde el dispositivo. Esto lo convertiria en el primer sistema totalmente canalizado
desde las etapas iniciales hasta la obtencion de datos para el analisis estructural (Ng, J.D. et al.

2003).

Una variante de esta técnica es la cristalizacién de proteinas por acupuntura en gel en
presencia de un campo eléctrico interno (Mirkin, N. et al. 2003). El estudio del efecto de
campos eléctricos sobre soluciones de cristalizacion no ha sido muy explorado hasta hace
poco. Estudios recientes realizados por el Dr. Aubry y colaboradores, con campos eléctricos
externos a las soluciones de cristalizacion, demostraron que es posible reducir la nucleacion de
lisozima y aumentar la velocidad de crecimiento de los cristales (Taleb, M. et al. 1999). El
mismo grupo posteriormente evalué la cinética de crecimiento cristalino y observé un
aumento de la concentracion proteica en el entorno de las gotas proximas a un catodo (Taleb,
M. et al. 2001). Un resultado similar fue hallado por Nanev & Penkova (Nanev, Ch. et al.
2001) al cristalizar lisozima por el método de batch, en presencia de un campo eléctrico

externo. Ellos reportaron un crecimiento cristalino de lisozima orientado hacia el catodo.

Mis recientemente, Moreno y Sazaki (2004) al igual que Nieto-Mendoza E. ef al. 2005,
coincidieron que el campo eléctrico ejerce un control en la nucleacion. En estos dos trabajos se
aplicé el método de crecimiento cristalino en batch, el cual parte de un sistema donde

predominan nucleos de lisozima. Solamente se han evaluado proteinas modelo.
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La cristalizacion de macromoléculas biologicas en presencia de un campo eléctrico interno
utiliza un set-up similar al usado en acupuntura en gel, con la diferencia en que se introduce un
electrodo inerte (Pt) dentro del capilar que contiene la solucidn proteica y otro colineal a éste
dentro del gel. Este sistema parte de una solucion proteica subsaturada y alcanza las
condiciones adecuadas para la cristalizacion creando un gradiente de condiciones dentro del
capilar. Esto en si es una ventaja ya que no se requiere un conocimiento previo de las
condiciones Optimas de cristalizacion Esta variacion de la técnica es novedosa. Solamente ha
sido evaluada con proteinas modelo como lo son lisozima y taumatina y una proteina con un

centro redox, citocromo ¢ bovino.
1.2- Las proteinas involucradas:

Para este trabajo se han utilizado dos proteinas modelo, Lisozima de huevos blancos de
gallina, y Taumatina, de la planta Thaumatococcus daniellii. Ambas proteinas se consiguen
comercialmente y han sido ampliamente estudiadas. Por otro lado, se eligio al citocromo ¢ de
mitocondrias bovinas, como proteina “no modelo” para corroborar el método. A continuacion,

algunos datos sobre ellas.

Lisozima es una proteina de 129 aminoacidos, basica (pl 11.2) con un peso molecular de
14.3 kDa. Se encuentra en diversos sitios y especies, como en la clara del huevo o en las
lagrimas humanas. Cumple una funcion antibacteriana, ya que destruye la pared de bacterias
Gram positivas, hidrolizando los enlaces N-acetilglucosamina del peptidoglicano. Su
cristalizacion es ampliamente estudiada ya que es muy versatil. Puede cristalizar en distintos
grupos espaciales (tetragonal (Joles, P et al 1972), ortorrombico (Palmer, K.J. 1947),
monoclinico y triclinico (Steinrauf, L.K. 1959), si se varian los agentes precipitantes y las
condiciones generales de cristalizacion. Ademads, es una proteina que cristaliza muy rapido. De

aqui que se la use como un modelo de estudio del proceso de cristalizacion per-se.

Taumatina es una proteina globular de 207 aminoacidos, peso molecular de 22 kDa y pl de
11.7. Esta proteina genera una sensaciéon de dulzura mil veces mas intensa que la glucosa,
cuando interactia con receptores especificos de la lengua (Ko T.P. ef a/.1994). También ha
sido cristalizada en distintos grupos espaciales, ortorrombico, monoclinico (McPherson A &

Weickmann, J. 1990) y tetragonal (Ko, T.P. et al. 1994). Esta ultima condicién, adaptada al
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método de acupuntura en gel es la que se utilizara en esta tesis. Los cristales que se obtienen

son bipiramides tetragonales de gran tamafio, que difractan a una resolucion de 2 A.

Citocromo ¢ de mitocondrias bovinas, es una proteina globular de 104 aminoacidos y su
peso molecular es de 12000 Da. Se encuentra en el espacio intermembranal de las
mitocondrias (figura 2a). Su funcion es la de transferir electrones desde el complejo III al
complejo IV, gracias a la presencia del grupo hemo (figura 2b) el cual se halla covalentemente
unido a las cys 14 y cys 17. A su vez, el Fe coordina axialmente a His18 y Met 80.

Figura 2: a- esquema de la cadena transportadora de electrones mitocondrial. b- grupo hemo c.
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Segun la clasificacion de Ambler (Ambler, R.P. 1978), pertenece al tipo I ya que contiene
al grupo hemo en el extremo amino de la proteina, dentro de una cavidad formada por tres
hélices o llamada Core, hidrofobica, y dejando un extremo libre, hidrofilico, expuesto al
solvente. El citocromo ¢ presenta una polarizacion natural, ya que tiene agrupados a varios
aminoacidos cargados positivamente, a pH 7, expuestos al medio, que interaccionan con la
proteina Citocromo C oxidasa (la cual presenta aminoacidos cargados negativamente en esa
region). Del otro extremo hay un cluster de aminoacidos cargados negativamente, formando el

sitio de union de una reductasa (complejo III).

Diversas isoformas de esta proteina han sido reportadas (Flatmark, T. 1964, 1966a), las
cuales son generadas por desamidacion no enzimatica en el momento de la purificacion

(Brautigan, D.L. et al. 1978). Existen 4 isoformas reportadas, Cy I es la isoforma nativa,
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mientras que Cy II, Cylll y Cy IV han cambiado uno, dos o tres grupos amida de Asn o Gln
por Asp o Gln, respectivamente (Flatmark, T. 1966b). Esta liberacion de NH3, por uno, dos o
tres aminoacidos es la responsable de que las mezclas tengan diversos pl, siendo la forma

nativa la mas basica, con un pl 10.78, Cy Il pI 10.58 y Cy III 10.36 (Flatmark T., 1966a,c).

Todos estos datos son generalidades de citocromo ¢ de distintas especies. Sin embargo, la
estructura del citocromo ¢ bovino no ha sido resuelta por cristalografia de rayos x ni
resonancia magnética nuclear. Siendo una proteina soluble y muy estudiada desde diversos
aspectos, (fisico-quimicos y electroquimicos), llama la atencion su falta de atencion desde un
punto de vista estructural. Es por esta razon, sumado a otras, que se eligio esta proteina para

cristalizar por el método propuesto en esta tesis.

1.3- Esquema de la tesis:

En el capitulo dos esta tesis se detallara las variables analizadas y se comentaran los
resultados que avalan el método de crecimiento cristalino. A su vez, se analiza el proceso

desde un enfoque microscopico, postulando una hipétesis de lo que ocurre en el proceso.

En el capitulo tres se evalia el método como tal a través del analisis de estructuras
tridimensionales de dos proteinas modelo, lisozima de huevo de gallina y taumatina de
Thaumatococcus daniellii. Ademas se explora el control del campo sobre la nucleacion y
crecimiento de los cristales. La técnica resultdé prometedora ya que permitié obtener cristales
de calidad similar a la obtenida por acupuntura en gel, mas se observaron menores tiempos de
induccién de la nucleacion (Mirkin, N. et al. 2004). Esto puede resultar muy interesante desde
el punto de vista biotecnologico, donde la necesidad de acortar los tiempos de produccion

cristalina es una caracteristica muy deseada.

En el capitulo cuatro se presenta el caso de una proteina no modelo, citocromo ¢ bovino.
Esta proteina no tenia reportada su estructura tridimensional, por lo que fue necesario
encontrar las condiciones de cristalizacion previamente y luego evaluar su comportamiento

frente a un campo eléctrico.
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Dentro del capitulo cinco se comenta el comportamiento electroquimico del citocromo ¢
cristalizado y en solucion con el fin de analizar las posibilidades de generar un biosensor

basados en cristales proteicos.

Por ultimo, en el capitulo seis se hara una conclusion general
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Capitulo 2 : Bases del Método.

2.1- Introduccion: La celda propuesta para el nuevo método de crecimiento de cristales
en presencia de un campo eléctrico interno esta basada en la celda de acupuntura en geles

(Garcia-Ruiz, J.M; Moreno A., 1994). La nueva celda se esquematiza en la figura 3.

Al inicio del trabajo de esta tesis, de consideraron las variables a analizar con el fin de
conocer el sistema propuesto. Las mismas fueron: el material del electrodo, la polaridad de
los mismos, la distancia entre electrodos, la corriente a usar. Se eligié la proteina modelo
lisozima de huevos de gallina (HEWL) para evaluar estas variables, ya que su cristalizaciéon

por acupuntura en gel es conocida (método control).

Citodo

Figura 3: Esquema de la celda de cristalizacion de
proteinas bajo la influencia de un campo eléctrico
interno.

2.2- Materiales y Métodos:

Gel de silicato: se preparan por titulacion de acido acético 1 M con una solucioén de
metasilicato de sodio (densidad: 1.06 g/cm®) hasta alcanzar un pH de 6.5. La reaccién

correspondiente es:
2 HAcO + Na,;SiO; + H)O  ====-=e--- 2 NaAcO + H4Si04

Armado de la celda: a la celda de acupuntura en gel (Hampton Research) se le realizan

tres orificios, uno en la parte inferior y dos en la tapa, tal que quede el de abajo y el de
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arriba alienados, como se ve en la figura 1. Por el extremo inferior se introduce un
electrodo de Pt de 1 mm de didmetro, y se inmoviliza con silicon, tal de sellar el orificio y
evitar fugas de liquidos. Luego se adiciona la solucion preparada del gel y se deja gelificar
a temperatura ambiente. A continuacién, se introduce un capilar lleno de solucién proteica
por el orificio superior penetrando unos 0.5 cm dentro del gel. Se usaron capilares de vidrio
de 1.3 mm de diametro interno. El capilar fue previamente lavado por sonicacién y secado
con alcohol. Una vez seco, es llenado con la solucion proteica de trabajo y se le introduce
por un extremo un electrodo, sellandolo con plastilina. Este electrodo puede ser Pt o grafito
de 0.2 0 0.5 mm de diametro respectivamente, segin la intencion del experimento. Luego
se incorpora la solucion del agente precipitante por el segundo orificio de la tapa, y se lo

sella.

Se conectan los electrodos a una fuerte de poder, galvanostato (generador de corriente
directa, constante). La densidad de corriente (o; ) aplicada fue 2.86 pA cm™ . La densidad
de corriente se define como o;=1/ (n d 1) donde I es la corriente directa aplicada, d es el
diametro del electrodo, expresado en cm, I es la longitud de contacto solucioén proteica-

electrodo, también en cm. En la grafica 1 se puede apreciar la relacion entre la I y su

densidad. _
Grifica 1: Relacion de I vs. o(l), para un valor de
d=0.025cmyl=4.0 cm
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Cabe destacar que para esta tesis se ha utilizado un galvanostato, especialmente disefiado
para satisfacer las necesidades del proyecto (galvanostato modelo FCC-17, Electronica
Vimar ™) El mismo cuenta con 7 salidas de corriente independiente, con un fino control de
la corriente circulante, de 0.1 pA a 10 mA. Ademads, cada salida muestra la diferencia de

potencial generada entre bornes, para control del comportamiento del sistema (foto 1).
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Foto 1: imagen del Galvanostato F} 17, /
(electrénica Vimar ™) Vil 2.5

En el caso de los experimentos control, acupuntura en gel, se usaron las mismas celdas

con los electrodos presentes, pero no se les aplicé campo eléctrico.
Condiciones de cristalizacion de Lisozima por la técnica de acupuntura en gel:

Lisozima (Seikagaku, cédigo: 100940), 100 mg/ml en 50 mM buffer acetato de sodio
(NaAcO), pH 4.6, El agente precipitante utilizado fue NaCl disuelto en agua, a una
concentracion adecuada para que al equilibrarse con el gel sea 10% en peso. Todas las

soluciones son filtradas usando un filtro de 0.2 pm.
2.3- Resultados:

Determinacion de la I a aplicar: la corriente adecuada para realizar los experimentos
de cristalizacion de lisozima en presencia de un campo eléctrico interno mostraron que la
densidad de corriente aplicada no es tan importante como la velocidad de difusion de los
iones (movimiento de cargas). Al mantener una densidad de corriente fija, en casos en
donde la longitud de contacto solucién proteica-electrodo (1) es pequeiia, se debe aplicar
una corriente eléctrica mayor, segin la ecuaciéon (1). Dadas las condiciones del
experimento, la solucion presenta una resistencia natural (R) a la migracién de iones,
generando una diferencia de potencial entre los bornes de la celda. Al imponer una I mayor,
fuerzo al sistema a que los iones migren a mayor velocidad, provocando que se incremente
la diferencia de potencial entre electrodos (segun la ley de Ohm, V= I*R). Esto genera un
mayor grado de hidrélisis del agua, con el consecuente mayor desprendimiento de O,
dentro del capilar y de H; en el gel. Esto provoca una interferencia en el proceso de
cristalizacién bajo el disefio propuesto, por lo que es mejor usar corrientes menores (aunque

sea menor la densidad de corriente sobre el electrodo). Se observo también que si se aplica
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una corriente muy baja, el proceso de cristalizacion se volvia mas lento, y se asemeja a la
cristalizacién por acupuntura en gel (control). Se fijo una corriente dptima de 0.9 pA,

independientemente de la densidad de corriente resultante.

Una vez elegida la corriente adecuada, se analizé la polaridad del electrodo que estaba
en contacto con la solucién proteica. Para ello se trabajo con electrodos de Pt, tal cual se

describe en la seccion de Materiales y Métodos.

Cuando el catodo estaba en contacto con la solucién de lisozima, se encontraron cristales
adsorbidos al electrodo, bien facetados que fueron de NaCl. Ademas, puede apreciarse
dentro del capilar que el electrodo se llena de un precipitado blanquecino. En la figura 4a-c

se pueden apreciar los mismos.

Figura 4: Estudio de la polaridad del electrodo. Imégenes de electrodos de Pt que actuaron
a) catodo al cabo de 24 h; b) catodo al cabo de 48 h.; c) catodo al cabo de 96 h.; d) dnodo al
cabo de 24 h v e) danodo al cabo de 48 h. de ser sometido al camno eléctrico interno.
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Por el contrario, cuando el Pt actia como 4nodo, se observaron cristales en solucion y
adsorbidos, como los de la figura 4d-e, apareciendo primero los solubles y luego los

adheridos al electrodo.

Estudio del material del electrodo: se decidié evaluar el efecto que ejerce usar
distintos materiales de electrodos en contacto con la solucién proteica. Este estudio es
importante porque antes se creia que la adsorcion de proteinas a electrodos metalicos era un
proceso“desfavorable”, que conllevaba la desnaturalizacion o la inactivacion biologica de
las mismas (F.A. Armstrong & G.S. Wilson 2000). Sin embargo, esto no es verdad para
todos los casos. De hecho, existen muchos estudios electroquimicos de proteinas en donde
se utilizan diversos electrodos metalicos. Con este fin se puso en contacto la solucion de
lisozima con un dnodo de grafito o de Pt. Los resultados se muestran en la figura 5. Ambos
anodos metalicos permitian la cristalizacion de lisozima. Primero aparecian cristales en

solucion y luego algunos crecian adsorbidos al electrodo.

Por dltimo se realiz6 un analisis del efecto de la separacion entre electrodos. Se
consideraron las siguientes separaciones 1.0 cm, 1.5 cm y 2.0 ¢cm, con dnodos de Pt o C
(grafito) en contacto con la solucidn y catodos de Pt en contacto con el gel. Los resultados
(figura 5) muestran igual tamafio de cristales, se forman cantidades similares en todos los
casos, pero el tiempo necesario para que aparezcan aumenta conforme aumenta la distancia
entre electrodos. Por otro lado, se notd que los cristales que crecian en presencia de un
campo eléctrico interno (para todas las separaciones de electrodos analizadas) aparecian en
un menor tiempo respecto a un experimento en donde no se aplica el campo eléctrico

interno, aunque no se analiza en detalle el aspecto cinético en esta etapa.
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Figura 5: Estudio del material del electrodo. cristales de lisozima obtenidos con anodos de Grafito o
Pt, a distintas distancias entre electrodos.
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2.4- Discusion:

Los resultados encontrados demuestran que es viable la cristalizacion de proteinas bajo

un campo eléctrico interno.

El proceso de cristalizacion en presencia del campo eléctrico interno lleva una secuencia
de eventos similares a los encontrados en la técnica de acupuntura en gel. En ambos casos
se observa que el agente precipitante permea un soporte de gel y sube por fuerza de
capilaridad dentro de un tubo capilar relleno de solucién proteica posibilitando la
cristalizacion (Garcia-Ruiz, JM. & Moreno, A. 1994). Dentro del capilar se pueden tener
distintos niveles de sobresaturacion, tal que ocurrird precipitacion en zonas de muy altas
sobresaturaciones (extremo inferior), nucleaciéon cuando la sobresaturacion sea elevada y
crecimiento de dichos nucleos al bajar la misma. Esto aumenta las probabilidades de
encontrar las condiciones adecuadas de cristalizacion (Garcia-Ruiz, J.M. et al. 2001b). Por
otro lado, al adicionar un campo eléctrico se estaria afectando la cinética de la
cristalizacion, ya que a la difusion de iones debe sumarse el proceso de migracion de los
mismos influenciados por el campo eléctrico. Esto se infiere en base a los resultados
preliminares hallados en cuanto al efecto de la distancia entre los electrodos y se analizara

en mayor detalle en el capitulo 3 de esta tesis.

La eleccion de la corriente a aplicar fue decisiva. Imponer una corriente alta en celdas
poco conductoras como la usada, provoca una gran diferencia de potencial entre los

electrodos, permitiendo la electrdlisis del agua

Anodo: 2HLO —™ 0, +4H" +4¢
Cétodo: 2H,0 +2¢! ™ H,+ 20H’
Neto: 2 H,O _— 0,+2H;

En base a los resultados hallados en el estudio de la polaridad del electrodo, el anodo se
pone en contacto con la solucién de lisozima, y ante potenciales altos, se produce O; (g).
Este burbujeo fue observado, y provoca efectos indeseados en el proceso. Por un lado, las

burbujas pueden llegar a ocupar el didmetro del capilar, interrumpiendo el flujo de
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corriente. Por otro lado, el burbujeo provoca turbulencias en la solucion, afectando el
proceso de cristalizacion (la conveccién y la turbulencia son fenomenos de transferencia de
masas que afectan negativamente la calidad cristalina). Ademas, la reaccion anddica
produce protones, cambiando la acidez del medio y por lo tanto, las condiciones de
cristalizacion. Todos estos factores negativos, deben evitarse para poder obtener cristales de
calidad para estudios estructurales, y se consiguié imponiendo una menor corriente al

sistema, que se traduce en un menor campo eléctrico interno, a través de la ecuacion
AV=[E.dl (1)

donde AV es la diferencia de potencial entre dos puntos y la integral es el producto

escalar del vector campo eléctrico (E) y del vector trayectoria (dl).

Los electrodos de grafito y de platino no mostraron diferencias respecto al proceso de
cristalizacion. Ambos son aptos, permitiendo la cristalizacion en solucion y adsorbidos a
ellos. No se observaron desnaturalizaciones de lisozima ni se afect6 la transferencia de
carga por la presencia de los cristales adsorbidos al anodo. Desde un punto de vista
practico, los electrodos de grafito de didmetros tan pequefios tienen la desventaja de ser
muy fragiles y se dificulta la manipulacién de los mismos en estas celdas, por lo que sera

mads conveniente en el futuro utilizar electrodos de Pt.

Hasta la fecha no se han realizado cristalizaciones de proteinas con sistemas que
apliquen una corriente eléctrica directamente sobre la solucion proteica (campo eléctrico
interno), sin embargo, si se ha intentado cristalizar proteinas bajo la influencia de un campo
eléctrico externo (Taleb M. et al. 1999). En dicho trabajo, se encontraron cristales de
lisozima crecidos a pH 4.6 en gotas expuestas a un campo eléctrico externo, los cuales
presentaban una orientacion preferencial hacia el catodo (electrodo de mayor potencial,
usualmente indicado con el signo negativo). Como la proteina presenta una carga neta
positiva al pH de trabajo, es licito pensar que esta orientacion preferencial se debia a una
interaccion electrostatica. Por el contrario, segun los resultados hallados en esta etapa de la
tesis se observo que cuando la solucidn proteica se ponia en contacto con el catodo, no se
formaban cristales de lisozima. Tal vez la razén se deba a como se acomodan las moléculas
proteicas y los iones en la doble capa eléctrica. Para ello, es importante comprender como

es la estructura de la misma.
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Basicamente, lo que ocurre al poner en contacto una solucién acuosa y un electrodo
metalico es una reorientacion de los dipolos de las moléculas neutras en torno al metal y de
los iones, debido a la asimetria de las interacciones intermoleculares que sienten las
moléculas de la frontera. A su vez, sobre la superficie del metal también se producen
reordenamientos de cargas, generandose una diferencia de potencial entre el metal y la

solucion. Esto se esquematiza en la figura 6a.

En la primera capa, o plano interno de Helmholtz (IHP), se ubican las moléculas de
solvente polarizadas, que estan fuertemente retenidas al metal por interacciones dipolares.
Los iones de carga opuesta se ubican a continuacion, hidratados, y muy retenidos, en el

plano externo de Helmholtz (OHP)'.

a)
. aH Pri+)
Pt(+) D ol H 04
g i Ac! = @ &
o Ae! AT i
o R e '
i3 At H
o ¢ = 04
68 Ac A B
P ; v A ' \
od s oD f_z‘r
TE NIy S Y
O.aﬂ At By A
=Y A=
H 2 VI g 5
43 Ac! LA 1 \‘:'..: H
o o o F
« H : 0‘ .
Ac! & HE olE SENO DE LA
IHP OHP SENO DF LA SOLUCION
SOLUCION
Distancia
HP OHP desde el
electrodo

Figura 6: estructura de la doble capa. a) al momento inicial y b) en un momento posterior,
imponiendo el campo eléctrico interno

! Segiin el modelo de la doble capa eléctrica de Helmholtz. Bard & Faulkner (2001).
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Los procesos de adsorcion sobre el electrodo ocurren sobre este ultimo plano. Mas alla
de él, los depositos sobre el electrodo estan unidos por interacciones mas débiles, y se

separaran del electrodo al moverlo dentro de la solucion.

Los cristales que se obtienen por el sistema propuesto en este trabajo se forman en
solucion y algunos crecen unidos al electrodo. Esto se puede explicar al considerar que el
agente precipitante ingresa al capilar por el extremo inferior y luego asciende, induciendo
nucleacion a su paso. Se observa primero un precipitado amorfo denso en la region mas
inferior del capilar. En una zona mas arriba se induce la nucleacion en solucion que dara
origen a cristales en solucion y en un momento posterior, algunos nuicleos creceran

adsorbidos al electrodo.

El efecto del campo eléctrico en la cristalizacion ha sido recientemente estudiado por
algunos cientificos. Moreno & Sazaki trabajando con un sistema de electrodos paralelos en
contacto con una soluciéon de lisozima y agente precipitante (batch) observaron que se
formaban cristales en el entorno del catodo (Moreno A. and Sazaki G. 2004). En este
trabajo se postula que la fuerza conductora de la cristalizacién estd compuesta por el
potencial quimico (p) y el potencial eléctrico (¢), por lo que la resultante de estos dos
potenciales serd quien dictamine si es posible o no la cristalizacion de proteinas en

presencia del campo. Aptoral = Aplquimico T potencial eléctrico=-kg TIn B +z F A¢

donde kg es la constante de Boltzman, T la temperatura absoluta, B es la sobresaturacion
definida como la relacién entre la concentracion inicial de la proteina (C) respecto a la
concentracion de equilibrio (Ceq). Z es la carga de la especie idnica, F la constante de

Faraday y A¢ es la diferencia de potencial eléctrico.

Si bien en el trabajo de los doctores Moreno y Sazaki se obtienen cristales adsorbidos y
junto al catodo, este resultado no esta en oposicién a los hallados en esta tesis. En el
sistema que ellos usan predomina en solucién la presencia de nucleos, debida a la
incorporacién conjunta de proteina y agente precipitante, la cual se distribuye en la celda de
manera asimétrica, por la presencia del campo eléctrico. La alta concentracion de Cl1” en el
entorno del anodo provoca una excesiva sobresaturacion afectando directamente al
potencial quimico, generando precipitados amorfos. Al contrario, se observé el crecimiento

de cristales solamente en el area del catodo. En el sistema propuesto en esta tesis,
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inicialmente se halla en contacto con el electrodo (dnodo) la solucion proteica, cargada
positivamente. En estas condiciones no hay una atraccion electrostatica inicial que precipite
o desnaturalice la proteina adsorbida al electrodo, ni una alta sobresaturacion. Debido a la
presencia del campo eléctrico, se produce la migracion de iones (resultado del potencial
eléctrico) sumado a la difusién (debida al potencial quimico). Este efecto induce un
aumento de la sobresaturacion dentro del capilar, con la consiguiente agregacion y

nucleacion de lisozima.

Analizando cualitativamente el potencial electroquimico en el entorno del anodo,
encontramos que un aumento de [ provoca un valor de Apgmico MAas negativo,
favoreciendo el AG del proceso; el anodo es el electrodo con un potencial eléctrico mas
positivo desfavoreciendo el AG del proceso. Dado que no se conoce el valor exacto de

danodo Ni del dcaodo N0 es posible concluir la razén por la cual se observan cristales
unicamente con el danodo en contacto con la solucién proteica, mas en funcion de las
observaciones encontradas, para este sistema la suma de los dos potenciales estaria

favoreciendo la cristalizacion en el entorno del anodo.

Los nucleos que se adsorben al electrodo lo hacen firmemente, permitiéndonos suponer
que existe cierta union entre el ion Cl"' de la capa externa de Helmholtz y la proteina. Por
otro lado, en las condiciones de cristalizacion aplicadas, la lisozima cristaliza bajo el
sistema tetragonal uniendo un Na'! y un cr (Vaney, MC et al. 2001) Cuando una
molécula de Lisozima interacciona con un CI™' de la doble capa, forma una base para que
sobre ella se depositen otras moléculas de lisozima (que a su vez interaccionan con Na' y

CI') y asi se forman los cristales adsorbidos.

También, y apoyando a esta idea, se ve que a medida que aumenta la separacion entre
los electrodos el proceso de formacion de cristales tarda mas tiempo. Al separar los
electrodos, el campo eléctrico que se forma entre ellos es mayor, y por ende, mayor sera la
fuerza eléctrica que sienten los iones. Sin embargo, mayor es la distancia que deben
recorrer para alcanzar al electrodo y acomodarse en su entorno, desplazando a los iones
Ac’'. Aparentemente, estos dos factores estarfan actuando en oposicién, y la resultante de

ellos es quien regularia el tiempo de aparicion de cristales adsorbidos al electrodo. Por lo
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tanto, la cristalizacion en solucion estd mas favorecida que la cristalizacién sobre el

electrodo, a mayor separacion de electrodos.

Este andlisis se aplico para otra proteina modelo, Taumatina, de Thaumatococcus
daniellii. La misma cristaliza en presencia de la sal tartrato de sodio y potasio, y también ha
crecido en contacto con un anodo (figura 7). En el siguiente capitulo se comentara el
analisis respectivo para la validacién del método propuesto. También se ha evaluado la
cristalizacion por esta técnica con citocromo ¢, una proteina que presenta un grupo
metalico, y la cual no se tenia conocimiento de su estructura tridimensional antes de esta

tesis. La misma se analiza en el capitulo 4 de la tesis.
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Capitulo 3 : Validacion del Método

3.1- Introduccion:

Un grave problema de la cristalizacion de proteinas en presencia de la gravedad terrestre
es el efecto de la conveccidon natural sobre las soluciones de cristalizacién, como se ha
comentado en la introduccion de la tesis (capitulo 1). Diversas técnicas se han desarrollado
para contrarrestar este efecto, enfocadas desde distintos angulos. El uso de geles ha sido
empleado por muchos afios para este fin, gracias a su propiedad de reducir el transporte
convectivo permitiendo el transporte difusivo. A su vez, dependiendo del tamaiio del poro,
se obtiene un efecto de filtro selectivo, disminuyendo la presencia de impurezas y
favoreciendo el crecimiento de cristales proteicos de gran calidad. Estas ventajas son
aprovechadas por la técnica de acupuntura en geles, junto a la posibilidad de tener un gran
rango de condiciones en un solo experimento, aumentando las probabilidades de tener un

ensayo exitoso, es decir, lograr la cristalizacion de la proteina deseada.

En el método propuesto en esta tesis, llamado crecimiento de cristales de proteinas en
presencia de un campo eléctrico interno, se adiciona otra variable al proceso de
cristalizacion. En estudios previos, se observo que los cristales formados en presencia del

campo eléctrico interno aparecian en menos dias.

Cuadl es el efecto que ejerce el campo eléctrico interno aplicado sobre las moléculas de
proteina? ;Qué provoca el aceleramiento del crecimiento cristalino? ;Hay cambios

estructurales en el empaquetamiento de las moléculas? Y si los hay, ;cuales son?.

La presencia del campo eléctrico interno tiene un efecto sobre los iones, generando un
mayor movimiento de los mismos debido al fenémeno de la migraciéon. Ademas se genera
una separacion de cargas, en respuesta a la diferencia de potencial resultante. Todos estos
cambios, respecto al método control, ;afectan negativamente a los cristales obtenidos? ;Es
valido el método propuesto, desde un punto de vista practico, para el crecimiento de
cristales de proteinas? Para resolver estas preguntas se realiz6 un analisis de la calidad
cristalina, y se resolvieron las estructuras tridimensionales de cristales de lisozima y
taumatina, crecidos en presencia y ausencia del campo eléctrico interno. A su vez, se

analizé el aspecto cinético del crecimiento cristalino.

31



3.2- Materiales y Métodos:

Soluciones proteicas y agentes precipitantes: se disolvieron 100 mg/ml de lisozima
(Seikagaku, codigo: 100940), en buffer 100 mM acetato de sodio pH 4.6; Taumatina 100
mg/ml se preparé en agua destilada. Todas las soluciones se filtran con membranas de

poros de 0.02 pum (Anotop 10 de Whatman).
Los buffers y sales empleados son de Sigma.

Crecimiento de cristales por acupuntura en geles: se realiz6 siguiendo los principios
de la técnica. Brevemente, se llenaron capilares de 1 mm de didmetro con solucién proteica
(lisozima o taumatina). El capilar es sellado por un extremo y colocado por el extremo
abierto sobre un gel de silicatos (preparado segun se describié en la seccion 2.2) a una
profundidad de 0.5 cm. Sobre el gel se coloca la solucién de agente precipitante (NaCl 10
% en peso disuelto en el mismo buffer acetato, para la cristalizacion de lisozima, mientras
que se usé Tartrato de Na y K 12.5 % en peso en 100 mM buffer fosfato de sodio, pH 7
para la cristalizacion de taumatina.). Las celdas son selladas con grasa de vacio y parafilm y
colocadas a 18 °C. Se control6 la presencia de cristales bajo un microscopio estereoscopico

Zeiss Stemi SV11.

Crecimiento de cristales bajo un campo eléctrico interno. Se armo la celda tal cual se
describié en la seccion 2.2, con electrodos de Pt como dnodo y catodo. Los mismos se
colocan separados 2 cm. La corriente aplicada fue de 0.9 pA, constante. Todo el equipo se
colocd en una camara a 18 °C y se verifico la presencia de cristales bajo un microscopio
estereoscopico Zeiss Stemi SVI11. Las proteinas se cristalizaron bajo las mismas
condiciones (concentracion, temperatura, buffer, agente precipitante) utilizadas en la

técnica de acupuntura en gel.

Difraccion de rayos x de los cristales formados: Los cristales formados en los
experimentos de acupuntura en gel y bajo el campo eléctrico interno son introducidos en
capilares adecuados para difraccion (Hampton Research) y sometidos a un haz de rayos x
generado por un equipo Rigaku R-AXIS Ilc con un generador de anodo rotatorio (operado a
50 kV, 100 mA) a 291 K, en el Laboratorio Universitario de Estructuras Proteinas (LUEP),

ubicado en el Instituto de Quimica de esta universidad.
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Los datos de difraccion de taumatina fueron integrados con el programa DENZO
(Ostinowski & Minor, 1997) y escalados con programas del paquete de CCP4
(Collaborative Computational Project, Number 4, 1994). La estructura tridimensional se
obtuvo por reemplazo molecular, utilizando los datos del Protein Data Bank para taumatina
(codigo 1THW). El reemplazo molecular al igual que los ciclos de afinamiento se
realizaron con programas del paquete de CNS v 1.0 (Briinger ef a/.1998). El modelado se
realizé con el programa Quanta 2000 (Molecular Simulations Inc., Burlington, MA, USA)
y la estereoquimica del mismo se evalué con el programa PROCHECK (Laskowski ef al.
1993).

Para el caso de Lisozima, se utilizo el programa d-Treck para la integracion y
escalamiento de los datos ( Pflugrath, JW 1999) y se obtuvieron los factores de estructura
con el programa Truncate (de CCP4, (Collaborative Computational Project, Number 4,
1994)). La estructura tridimensional se obtuvo por reemplazo molecular, usando como
modelo los datos del Protein Data Bank (c6digo193L). El reemplazo molecular y los ciclos
de afinamiento se realizaron con programas del paquete CNS v1.1 (Briinger ef al. 1998)
mientras que el modelado se realizé con el programa Turbo-Frodo (Roussel A. and
Cambillau, C. 1989). La estereoquimica se evalud, al igual que para taumatina, con el

programa PROCHECK.
Estudio de la cinética de crecimiento general.

Se realizaron cristalizaciones en presencia y ausencia de un campo eléctrico interno,
aplicando el set-up descrito en la seccion 2.2. La corriente aplicada fue de 0.9 pA, y la

separacion de electrodos se mantuvo en todos los casos de 2 cm.

Para el caso de lisozima se utilizé una concentracién de 50 mg ml” en 0.1 M buffer
acetato de sodio, pH 4.6 (Seikagaku, code: 100940), la concentraciébn del agente
precipitante (NaCl) fue 10% en peso, disuelto en agua. Mientras que para Taumatina, la
concentracion usada fue de 50 mg ml” en agua destilada (Sigma, T-7638) y el agente

precipitante, Tartrato de Na y K, 12.5 % en peso, disuelto en 50 mM NaH,PO4 pH 6.8-7.0

Para obtener un control térmico eficiente durante los experimentos se realizaron leves
modificaciones. En primer lugar, la celda es sellada con grasa de vacio en las uniones y

plastilina en los orificios de entrada de las soluciones. Dicha celda es colocada en una caja
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de acrilico rectangular, de modo casi-horizontal, sobre una placa termostatizada dispuesta a
18 °C (figura 8). La caja de acrilico es rellenada con agua, de modo de homogenizar la
temperatura en su interior. Todo este dispositivo estdé ubicado sobre un microscopio
estereoscopico Zeiss Stemi SV11 que cuenta con una CCD camara, conectada a un
ordenador el cual permitira almacenar las imagenes registradas y a su vez, analizarlas con

el programa del microscopio (AxioVision 3.1, de Carl Zeiss.).

En el caso de experimentos en presencia a un campo eléctrico interno, los electrodos se
conectan a con un galvanostato (Vimar), aplicando una corriente directa constante de 0.9
HA. Para los experimentos control (acupuntura en gel) el set-up es el mismo, sin la

conexion a la fuente de corriente.

(+)
a) b)
Ag. Precipi- =i—1— Sol. Lisozima
tante. o Taumatina. [
i I 2 cm (+)
—0

gel

o
Figura8: a) esquema de la celda de cristalizaciéon en presencia de un campo eléctrico. b)
vista lateral del soporte de acrilico, con la celda en su interior y, rellena de agua.

Las imagenes tomadas se analizaron con el programa Image Tool 3.0 para MS-Windows
(Wilkox D. et al. 1995-2000).

3.3- Resultados:
Analisis estructural.

En primer lugar, se evalu6 si la presencia de un electrodo de Pt en contacto con la
solucion proteica y en ausencia de un campo eléctrico interno, no inducia la adsorcion de

cristales sobre él. El resultado indicé que no hay una adsorcion preferencial de los cristales
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de lisozima o taumatina sobre €l, ni se desnaturalizan las proteinas ante su presencia. En
base a este resultado, en los experimentos control se omite incorporar un electrodo de Pt

dentro del capilar.

Los cristales de lisozima y taumatina formados en presencia de un campo eléctrico
interno presentaron morfologias y tamafios idénticos a los encontrados en los experimentos
control. El tiempo de exposicion de la solucion proteica al campo eléctrico se midié desde
el tiempo de conexion de los electrodos a la fuente de poder hasta la aparicion de cristales

de 0.2 mm de lado, en la regién inferior del capilar.

En el caso de lisozima, los cristales formados en presencia de E aparecieron antes que
los crecidos en su ausencia. En los dos casos aparecieron dentro de las 24 horas. Fue
notable la diferencia en los tiempos de aparicion de los cristales de taumatina. En presencia

del campo se colectaron a los 7 dias.

Se colectaron datos de difraccion de rayos x a dos cristales de taumatina cristalizada con
E interno (electaul y electau2) y un cristal de taumatina control (electauref). Para lisozima,
se colectaron 3 cristales formados bajo un E interno (liselecl, liselec2 y liselec3) y un
cristal control (liscontrol). Todos ellos se montaron en capilares adecuados para difraccion
de rayos x y se sometieron a un haz de 1.5419 A. En la tabla 1 se indican datos estadisticos
de la colecta y su resolucion En la tabla 1 se indica datos estadisticos de la colecta y su

resolucion

Taumatina cristalizada
baio un camno F.

cristalizada bajo un
campo E

crecidos sin E.

Cristales de Lisozima
control.

Fotos de cristales de lisozima y taumatina tomadas durante su crecimiento
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Ambas proteinas cristalizadas ante E interno presentaron el mismo grupo espacial que el
control, alcanzdndose buenas resoluciones para todos ellos. Los parametros de la celda
unidad tampoco se vieron alterados por la imposicion del campo eléctrico. Todos los
cristales difractaron a resoluciéon de 2 A aproximadamente, y las colectas se realizaron
alcanzando una alta integridad (arriba de 90% en todos los casos) garantizando una gran

cantidad de datos que generaran un buen modelo final.

Una manera de analizar la calidad cristalina, es a través del grafico de Wilson, en donde
se analiza la variacion del cociente Intensidad / desvio estandar (I) en funcion de distintas
resoluciones (A) (French, G.S. and Wilson, K.S., 1978). Otra expresion de esta ecuacion es
graficar la relacion del logaritmo natural de la relacion de los factores de estructura vs. la

inversa de la resolucion, de acuerdo a la ecuacion:
| F > =K * F(observado)® * EXP(-2B* sen” 6 / A%)

donde K es un factor de escalamiento entre las intensidades difractadas observadas y el
factor de estructura F. En general, los F experimentales son menores que los f teéricos.
Entonces, para una resolucion dada, a mayor relacion entre F/£, mayor es la calidad del
cristal obtenido. En la figura 9 se muestran las curvas de Wilson para cristales de lisozima
crecidos con y sin corriente eléctrica y en la figura 10 el homdlogo para cristales de

taumatina. Los datos de ambas graficas se obtuvieron con el programa Truncate, de CCP4

Los cristales de Lisozima presentaron valores cercanos al control, siendo en algunos
casos hasta mejor que €l. Lo mismo se observé para Taumatina. Esto sugeriria que la
presencia del campo eléctrico interno no solo no afecta significativamente el ordenamiento

interno, sino que en algunos casos lo favorece, resultando en cristales de mayor calidad.

Por otro lado, eleclis] mostré datos ligeramente inferiores. Esto puede deberse a que este
cristal crecié en alguna zona del capilar mds expuesta a movimientos que alteraron su

calidad. De todos modos, los valores hallados para liselecl no son malos.
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Tabla 1: estadistica de la difraccion y del modelo.

Afinamiento de la Estructura.
R/Rfree

B factor

23.4 242 22.6

promedio
Desvios r.m.s.

Enlaces (A) 0.005 0.005 0.005

Angulos de

enlace (°)

20.8

0.005

1.3

Electauref Electaul Electau2  Liscontrol Liselecl  Liselec2 Liselec3
Colecta
Grupo espacial P4,2,2 P4,2,2 P4,2,2 P4;2,2 P4;2,2 P4;2,2 P4;2,2
Parametros de la Celda Unidad (&)
a 58.664 58.647 58.633 78.91 78.9097 79.078 79.17
b 58.664 58.647 58.633 78.91 78.9097 79.078 79.17
c 151.391 151.390 151.427 37.98 37.9838 38.08 38.02
Resolucién (A) 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.1 23
Reflex. totales 135685 134546 105150 30313 19276 22444 27723
Reflex. inicas. 18694 19702 19204 8153 5250 5414 5554
I/o(I) 9.0 3.6 7.8 22.1 9.0 34.5 40.2
Integridad 99.2 98.8 96.5 95.6 922 94.3 96.7
Rmerge (%) 0.053 0.112 0.059 0.039 0.108 0.029 0.027

0.177/0.205 0.192/0.224 0.173/0.187 0.197/0.239 0.200/0.245 0.196/0.258 0.207/0.268

22.8 20.8 19.2
0.005 0.005 0.005
1.3 1:Z 1.2
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angulos diedros.

©)

N° de 4tomos (distintos de H).

Proteina

Ligandos o lones

Aguas

254 254 25.4 22.8 229 228 23
1545 1546 1548 1009 1029 1009 1028
10 10 10 2 2 2 2
93 97 98 40 31 42 33

Figura 9: Wilson Plot Lisozima
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Otro dato interesante fue que no se encontraron diferencias significativas respecto al
numero de aminoacidos con posiciones alternas, entre el cristal control y los obtenidos bajo
la influencia de E, tanto para taumatina como para lisozima. Aparentemente, el hecho de
que circule una corriente de iones en el sistema, impulsados por el campo no rigidiza los
residuos cargados ni provoca una orientacion preferencial de los mismos en el cristal. Los
modelos obtenidos tiene valores de B similares (B es un parametro que refleja los
movimientos vibracionales de los dtomos en la red tridimensional), y los desvios de las
distancias y angulos de enlace estan dentro de los valores normales, indicando que el efecto
de la corriente eléctrica que circula por el sistema no solo no altera la calidad cristalina de
estas dos proteinas modelo, sino que no afecta el empaque de las moléculas, ni las

distorsiona.

Figura 11: imagenes de los modelos de lisozima y taumatina. a- superposicion de
lisozima cristalizada en presencia y ausencia de un campo eléctrico. b-
superposicion de taumatina cristalizada en presencia y ausencia de un campo
eléctrico. c- imagen de una seccion del mapa de lisozima ubicando a Tyr23 dentro
de su densidad e interaccionando con el CI”'. d- imagen de una seccién del mapa de
Taumatina ubicando el Asp 25 dentro de su densidad. Se observan los dngulos no
permitidos reportado por otro grupo para esta proteina (Ko, TP et al.1994).
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Estudios cinéticos referidos a la cristalizacién de lisozima y taumatina, ante un

campo eléctrico interno.

En ensayos previos se not6 la diferencia en los tiempos necesarios para obtener cristales
adecuados para difractar, ya sea de lisozima o taumatina, aplicando el método propuesto en
esta tesis. En general, se obtenian cristales mas rapidamente creciéndolos en presencia de
un campo eléctrico. Se pensé que esta aceleracion estaba relacionada con una
direccionalidad impuesta por el campo eléctrico sobre las proteinas cargadas, las cuales se
cree se comportan como macro-iones en estas condiciones. Asi, el efecto del campo interno
se reflejaria al permitir una velocidad de depdsito de las moléculas sobre las caras en
crecimiento (a nivel general, 3D) mas rapida de lo esperado para una situacion sin L.
Curiosamente, no se encontraron grandes diferencias en la calidad cristalina de taumatina o

lisozima cuando estos cristales se formaban bajo el efecto de dicho campo.

Los experimentos se realizaron con un mayor control térmico, siendo esta una variable
muy importante en determinaciones cinéticas. Ademas, se mejoré el sellado de la celda, que
permitié alcanzar el equilibrio interno més rapido aun que lo notado previamente, y
homogenizar la temperatura de todo el sistema, sumergiendo la celda en su totalidad en un
bafio de agua termostatizada. Este dispositivo se montd sobre el microscopio estereoscopico
tal de seguir el proceso en el tiempo, evitando movimientos indeseados que generaban
fluctuaciones de temperatura y riesgos de mover los componentes del sistema (electrodos,
rompimiento del gel) o cortar el proceso eléctrico (el galvanostato se instalé junto a la

celda). En la figura 12 se observa el equipo utilizado.

Figura 12: equipo utilizado para realizar los estudios cinéticos. a- galvanostato, b-estabilizador de
temperatura, c-placa térmica, d-celda en el bafio de agua, e- microscopio estereoscopico, con una cémara
digital acoplada, conectada al ordenador.
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Se siguieron diversos cristales en el tiempo, ubicados a distintas distancias del extremo
abierto del capilar (extremo en contacto con el gel). Se tomaron imagenes de los mismos

registrandose el tamafio y el tiempo de aparicion.

Existe una relacion entre un parametro lineal (L) de la particula esférica en crecimiento
(como el radio) y la raiz cuadrada del tiempo para procesos difusivos, que surge de la ley de
Fick (Henisch, H.K. 1988). En el caso de cristales facetados debe usarse el parametro Lf,
calculado normal a la cara en crecimiento. Sin embargo, obtener Lf a partir de los cristales
formados espontaneamente en los capilares es muy dificil, ya que no siempre crecen con la
orientacion especifica necesaria. Garcia-Ruiz J.M. y Otalora F. encontraron que la relacion
se mantiene si se estima Lf con la raiz cuadrada del area proyectada (Ap) de un cristal en
crecimiento (Garcia-Ruiz J.M. & Otélora F. 1997). A partir de las imagenes colectadas de
los cristales a distintos tiempos, se estimo el area proyectada del mismo usando el programa

de software Image Tool 9.0 y se calculé L=(Ap)”2

. La velocidad de crecimiento global del
cristal se estima como L/tiempo y los valores hallados se muestran en las tablas 2 y 3 y en

las figuras 13 y 14.

Tabla 2: Velocidades de crecimiento generales para cristales de Taumatina crecidos en presencia o
ausencia de un campo eléctrico.

Cristales formados ante un campo eléctrico Cristales formados en ausencia del campo
interno eléctrico.
posicién (mm) (a) Velocidad (A/s) posicion (mm) (a) Velocidad (A/s)
3.1 13.71 3.3 22.87
4.6 13.33 5.0 22.24
9.2 9.79 9.1 21.33
10.7 7.89 11.0 18.57
13.1 8.57 13.9 7.52

a- distancia desde el extremo del capilar, en el gel de silicatos hasta la ubicacion del cristal.

un campo eléctrico interno.

Tabla 3: velocidades de crecimiento de cristales de lisozima formados en presencia o ausencia de

Cristales crecidos ante un campo eléctrico Cristales formados en ausencia del campo.
posicién (mm) (a) Velocidad (A/s) Posicion (mm) (a) velocidad (A/s)
6.7 163.05 5.1 107.34
10.7 156.22 9.35 119.41
12.7 122.78 13.0 105.14
15.4 151.39 15.6 107.94

a- distancia desde el extremo del capilar, en el gel de silicatos hasta la ubicacion del cristal.
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Figura 14: velocidades de crecimiento generales para cristales de taumatina formados en
distintas posiciones dentro del tubo capilar. +I: en presencia de un campo eléctrico interno; -I:
en ausencia del mismo.
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Como puede observarse en las tablas presentadas, las velocidades de crecimiento
globales para taumatina son ligeramente superiores para aquellos cristales formados por el
método control, comparando cristales en posiciones similares dentro del capilar. Sin

embargo, en el caso de Lisozima se observa lo opuesto.

Lo que marca una notable diferencia entre ambos métodos es el tiempo que necesitan los
cristales para obtener un tamafio minimo detectable en el microscopio, siendo mas rapido el
tiempo de induccion para aquellos cristales formados en presencia del campo eléctrico.
Para el caso de lisozima, este tiempo se acorta en 5.1 veces (promedio), y 4.35 veces mas

rapida la induccion para cristales de taumatina (promedio).

3.4- Discusion:

El campo eléctrico interno provoca una aceleracion en el proceso de cristalizacion.
Inicialmente se pensé que esta aceleracion estaba relacionada con una direccionalidad
impuesta por el campo eléctrico sobre las proteinas cargadas, las cuales se comportan como
macro-iones en estas condiciones. Asi, el efecto del campo interno se reflejaria al permitir
una velocidad de depésito de las moléculas sobre las caras en crecimiento (a nivel general,
3D) mas rapida que lo esperado para una situacion sin E. En general, los cristales que
crecen muy rapido, lo hacen sacrificando el ordenamiento interno. Si estos cristales son
para estudios estructurales, el patron de difraccion sera malo o de baja resolucion (Vekilov,

PG. et al. 1996).

Curiosamente, en los cristales analizados no se encontraron grandes diferencias en la
calidad cristalina de taumatina o lisozima cuando estos cristales se formaban bajo el efecto
de dicho campo. Mas atin, casi todos los cristales formados bajo un campo E presentaron
mejores sefiales de intensidad difractada en todo el rango de resolucion. Una posible
explicacion a la diferencia de calidad entre cristales formados en presencia o ausencia del
campo eléctrico se explica aplicando la dindmica de crecimiento de régimen mixto. La
misma sostiene que el crecimiento de cristales esta afectada por el equilibrio entre la
velocidad de transporte de nutrientes desde el seno de la solucion a la superficie del cristal
y la velocidad con que se incorporan estos nutrientes a la cara en crecimiento. Cuando los

cristales crecen bajo regimenes totalmente difusivos (velocidad de crecimiento controlada
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por el transporte de nutrientes) o un sistema con control cinético (es decir, la concentracion
de nutrientes en el entorno del cristal (Cs) tiende a ser igual a la del seno (C) y la
velocidad depende de la incorporacion de los nutrientes a la red cristalina), las
perturbaciones en el crecimiento decaen y el sistema se vuelve mas estable, con lo que se

obtienen cristales de mayor calidad (figura 15)

77N

Amplitud de
: \

Fluctuacion
Control cinético Control del transporte
Cs —C. Cs  =Ceq

Figura 15: presentacion esquemdtica de la dependencia de la variacion en la amplitud de
fluctuacién al acoplarse procesos de transporte e interfaciales, tomado de (Allegre CJ et al.
1981). Bajo un control puramente cinético o de transporte de nutrientes, la concentracién
interfacial (Cs) tiende a la concentracion del seno (Ce) o la concentracion de equilibrio (Ceq),
respectivamente, y la perturbacién decae.

Seguln la bibliografia, los cristales de lisozima y taumatina crecen bajo un sistema de
control dominado por la cinética interfacial (lado izquierdo de la figura 14) (Vekilov, P and
Rosenberger F, 1996; Lin H. et al.1995; Monaco L.A. and Rosenberger, F. 1993;
Miyashita, S. ef al. 1993 and 1994). De esta manera, es posible pensar que si se lograra
desplazar el sistema a un mayor control cinético (por imposicion de un flujo adecuado) se
lograria obtener cristales de mayor calidad cristalina. Y esto es lo que se observd al
imponer un campo eléctrico interno. Gracias al efecto migratorio de las particulas cargadas
y la difusién, el transporte de nutrientes hasta las caras en crecimiento no es un paso

limitante y en consecuencia se observa una alta calidad cristalina.

Por otro lado, se encontré que en todos los casos, los cristales formados bajo la
influencia del campo E necesitan un menor tiempo de nucleacidon. Los cristales aparecen
antes que en los experimentos control. Aparentemente, el campo eléctrico estaria actuando
sobre la agregacion de las moléculas cargadas, en la etapa inicial. ;Por qué no se observa

un crecimiento mas rapido en todos los casos?
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Seguin estudios de cinéticas de crecimiento cristalino de lisozima y taumatina, los
cristales crecen por dos mecanismos diferentes, segun el nivel de sobresaturacion. A altas
sobresaturaciones predomina la nucleacion bidimensional sobre las caras en crecimiento
(Malkin, AJ ef al. 1996; Kuznetsov, Yu G. ef al. 2001). La misma es llevada a cabo por
tetrameros en el caso de lisozima (Nadarajah and Pusey, 1996; Li, M. et al. 1999) y
mondmeros o agregados superiores de taumatina (Kuznetsov, Yu G. ef al. 1999). Ante un
E, la sobresaturacion es alcanzada en un menor tiempo, lo que permite una nucleacién mas
rapida. A su vez, los niveles de sobresaturacion en estas condiciones son mayores que en
ausencia de E (para una posicion determinada en el capilar). En consiguiente, para
lisozima, se incrementa la presencia de tetrdmeros u agregados de mayor orden,
probablemente polarizados por el campo, que se incorporan facilmente a la red en
crecimiento, generando una velocidad de crecimiento general mayor que la encontrada para
cristales control. Por el contrario, los cristales de taumatina crecen a partir de monomeros,
los cuales se encuentran en menor proporcioén debido a la mayor sobresaturacion provocada
por el campo eléctrico. En solucion de cristalizacion, las moléculas de proteina se hallan en

equilibrio entre especies agregadas de distinto orden:
mondémero <> (mondmero); -e> (mondomero),

La especie predominante a altas sobresaturaciones no es el monémero, por lo que la
velocidad de crecimiento de cristales de taumatina se torna mas lenta cuanto mas alta es

esta.

Resumiendo, entre las dos proteinas se observa una mayor calidad cristalina ante la
presencia del campo eléctrico, ya que en ambas existe un control cinético del crecimiento.
Sin embargo, el efecto de E sobre las velocidades de crecimiento generales para ambas
proteinas ‘es diferente. En un caso (lisozima), se ve favorecida por la presencia de especies

adecuadas para su incorporacién mientras que en el otro (taumatina) el efecto es el opuesto.
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Capitulo 4 : Un caso particular, Citocromo C.

4.1- Introduccion:

En esta etapa del trabajo, se decidié evaluar el método propuesto con una proteina
diferente, que no sea una proteina modelo como lo son Lisozima o Taumatina. Se eligi6 la
proteina citocromo ¢ bovino por diversas caracteristicas que favorecerian su cristalizacion.
Es una proteina de 12000 Da aproximadamente, soluble en diversos buffers, globular y
relativamente pequefia (diametro de 3.4 nm). Es curioso que a pesar de ser una proteina
muy estudiada desde el punto de vista electroquimico y de estar disponible comercialmente,
no se ha reportado hasta la fecha su estructura tridimensional en las bases de datos de
estructuras proteicas. De hecho, se conocen las estructuras cristalograficas de muy pocas
proteinas homologas, a pesar de ser ubicua en casi todos los organismos vivos. Solamente
se han reportado las estructuras cristalograficas del citocromo ¢ de caballo (oxidado y
reducido) (Sanishvili RG et al. 1994), ferro y ferri-citocromo ¢ de atun (Takano, T.,
Dickerson, R.E., 1981a,b), citocromo ¢ de arroz (Morita Y. and Ida S., 1972) y citocromo ¢
de bonito (Tanaka, N. efr al. 1975). Esto no puede ser casual. Todo indica que es una
proteina sencilla de cristalizar, ;por qué no se conoce aun la estructura tridimensional del

citocromo ¢ bovino?

De los citocromos ¢ cristalizados, dos agentes precipitantes son usados generalmente,
PEG (de diversos pesos moleculares) o sulfato de amonio a altas concentraciones. Ademas,
las cristalizaciones se deben realizar teniendo la proteina en un unico estado de oxido-
reduccion. Se usa el K;Fe(CN)¢ como agente oxidante y acido ascorbico como agente

reductor.

Se ha reportado la presencia de diversas isoformas de esta proteina (Flatmark, T. 1964,
1966a), las cuales se generan por desamidacion no enzimatica (Brautigan, D.L. et al. 1978).
Existen 4 isoformas reportadas, siendo Cy I la isoforma nativa, (Flatmark, T. 1966b). Esta
liberacion de NHjs, por uno, dos o tres aminoacidos es la responsable de que las mezclas
tengan diversos pl, siendo la forma nativa la mas basica, con un pI 10.78 (Flatmark T.,
1966a,c). Esta mezcla de cargas en la solucién, es un factor negativo al momento de
cristalizar una proteina, como se explicara mas adelante en este capitulo. A continuacion se

describira el proceso de cristalizacién de citocromo ¢ bovino.
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4.2- Materiales y Métodos:

Proteina: Citocromo C (sigma, C-3131), de mitocondrias de corazén bovino.

Purificadas sin precipitar con TCA, segtin informa el proveedor.

Estudios de Dispersién Dinamica de Luz (DLS): Se evaluaron soluciones de
citocromo ¢ 20 mg/ml y decrecientes, en agua destilada, buffer 40 mM fosfato de sodio, pH
7.0 y 0.1 M cacodilato de Na, pH 6.5. El equipo utilizado fue un Dyna Pro 801 TC,a4y 18

°C. Este equipo cuenta con un laser de diodos, cuya longitud de onda es de 760 nm. El

capilar donde se coloca la muestra contiene 250 pl.

Screening de las condiciones de cristalizacion: Se evaluaron diversos kits para hallar
las condiciones adecuadas para cristalizar citocromo c¢: Crystal Screen I y II (Hampton
Research, HR2-110 y HR2-112), Kit de Aditivos (Hampton Research, HR2-428), Kit de
Sulfato de Amonio, (HR2-211), kit cldsico de Nextal de 96 condiciones(Quiagen). Estos
kits se utilizan con la técnica de difusion en fase vapor para el crecimiento cristalino. Los
kits se evaluaron siguiendo las recomendaciones del vendedor. Soluciones de 20 mg/ml de
citocromo ¢ oxidado, en 50 mM fosfato pH 7.0 fueron usadas en cada ensayo. Las gotas
colgantes o sedentes se incubaron a 4 y 18 °C, y se verifico la presencia o ausencia de

cristales regularmente, cada semana inicialmente y luego cada mes.
Purificacion de Citocromo C bovino: Cromatografia de Fase Reversa.

Se realiz6 usando una columna C-18 Jupiter 300 A, 5 um (Phenomenex), en un equipo
de HPLC, (HP, serie 1100). La columna fue equilibrada con agua Milli Q + 0.1 % TFA. La
elusion se realizé en forma de gradiente lineal, con 100% acetonitrilo + 0.12% TFA, bajo

un flujo constante de 1 ml/min. El gradiente aplicado fue:

Tiempo (min) % B (acetonitrilo 100% + 0.12% TFA)
0 0
5 40
8 40 . s
26 46 } Gradiente: 0.33 %B min™.
30 100
35 100
40 0

Se inyectaron muestras de 500 pg citocromo c¢ oxidado con K3;Fe(CN)e. El perfil de

elusion se sigui6 en el tiempo a 215 nm, 360 nm y 410 nm.
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Concentracion de las muestras: las muestras de citocromo c¢ colectadas en las
cromatografias se concentraron usando membranas YM-5 (millipore). YM-5 tiene la
propiedad de retener en un 90% moléculas de 12kDa. Estas membranas estan disponibles

para diversos volimenes y se utilizaron segin las especificaciones del fabricante.

Medicion de la concentracion: se midi6 espectrofotométricamente en un equipo Biomate
3 (Thermo). Ferricitocromo ¢ absorbe a 280 nm, 360 nm, 410 nm y 529nm, mientras que el
citocromo ¢ reducido lo hace a 280 nm, 416 nm, 520 nm y 550 nm (Indice Merck, 1996) Se
realizaron curvas de Absorbancia vs. Concentracion, para calcular los coeficientes de
absortividad molar. Dado que a 361 nm tiene un maximo de absorbancia el citocromo ¢

oxidado, esta longitud de onda se utilizé para calcular la concentracidn de las soluciones.

Espectroscopia de Masas: Las muestras se analizaron con un equipo OMNIFLEX
MALDI TOF (Bruker Daltonics), el cual cuenta con un laser de N> 337.1 y un voltaje de
aceleracién de 19 KV en el modo lineal. Se usaron 2 referencias, ubiquitina (8564.9 Da) y
Lisozima (14000). Las proteinas se mezclaron con 4cido sinapinico en 30 % acetonitrilo
70% agua y 0.1% TFA. Las muestras se prepararon en relacion 1:5 proteina-matriz y se

depositaron en los soportes de muestras donde se dejaron secar al aire.
Electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes:

Se realizaron geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (con SDS)
basados en el método de Laemmli (Laemmli, U.K. 1970). Se utilizé un equipo Hoefer SE
250 y la fuente de poder fue EPS 301, ambos de Amersham Pharmacia Biotech.

Las concentraciones de acrilamida fueron: Gel separador 12.5% o 15% segun el caso,

gel concentrador 5%.
La corrida electroforética dur61 h a 120V constantes.

Tincién con Coomasie: el gel se incuba con una solucion de Coomasie Brilliant Blue R-
250 (0.25 % en peso ) 40% metanol, 10% &acido acético. Luego se pone a destefiir con la
solucion destefiidora (40% metanol, 10% acido acético) hasta que las bandas de proteina se

vean azul claras en un fondo limpido.

Tincion con Ag: se realizé de acorde al protocolo sugerido por Amersham Bioscience, el
cual se basa en el de Heukeshoven, J. and Dernick, R (1985).
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Cristalizaciéon por microseeding: Se realizaron ensayos en cajas de difusion en fase
vapor de Nextal (codigo NCP-24-100). La condiciéon de cristalizacion se basé en las
reportadas por Sanishvili ef al. 1994. Brevemente, se colocé en el reservorio 1 ml de una
solucion 30% PEG en 50 mM fosfato de sodio, pH 7.0. Las gotas se prepararon a 25 mg/ml
de citocromo ¢ puro con 25% PEG, ambos disueltos en 50 mM fosfato de sodio, pH 7.0 Se
incubaron a 4°C durante 32 dias, al cabo de los cuales se transfirieron por Streak Seeding a
otras gotas pre-incubadas una semana, de concentracién 22 mg/ml proteina 25% PEG en el
mismo buffer utilizado. Estas gotas con los sedes (nucleos) se incuban a 4° C hasta

obtenerse cristales.

Cristalizacion en presencia de un campo eléctrico interno: Se aplicd el método
descrito en el capitulo 2, utilizando un catodo de Pt en contacto con el gel y un danodo de Pt
dentro del capilar, en contacto con la solucién de citocromo c oxidado. El agente
precipitante se colocd por fuera del capilar, a una concentracion final de 20 % en peso
disuelto en 50 mM NaH,PO4 pH 7.0. La concentracion de citocromo c, purificado por
cromatografia de fase reversa, fue de 31 mg/ml. Se aplicé una corriente directa constante de
0.8 pA durante 15 dias continuos. Toda la celda se sumergio en un bafio termostatizado a

10 °C.
Resolucion Estructural:

Los datos cristalograficos se colectaron en la linea X6A del sincrotrén de Brookhaven
National Laboratory, NY., USA. Se colectaron 180 frames de 1° de oscilacion. La longitud
de onda del haz fue 1.03320 nm, y el detector utilizado fue un ADSC Quantum Detector
210. beam center: x = 106.688 mm y = 101.331 mm.

Los datos fueron indexados e integrados con el programa Denzo y escalados con el
programa ScalePack, todos del paquete HKL 2000 (Z. Otwinowski and W. Minor (1997)).

Los factores de estructura obtenidos se relacionaron con las fases de una molécula
modelo, citocromo ¢ de caballo cristalizada en el mismo grupo espacial (P2,2,2). Las
coordenadasde la molécula modelo se bajaron del Protein Data Bank

(http://www.resb.org/pdb/) bajo el codigo 1CRC, datos a resolucion de 2.08 A. Se crearon

los correspondientes mapas de densidad electrénica y se afinaron usando los programas de
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la suit CNS v. 1.1. (Briinger ef al., 1998). Para visualizar los mapas se utiliz6 el programa
Turbo-Frodo (Roussel A. and Cambillau, C. 1989).

4.3- Resultados:
Estudios de Dispersion Dindmica de Luz.

Un requisito para lograr una buena cristalizacion es partir de soluciones proteicas
monodispersas. Del andlisis de dispersion dindmica de luz se obtiene el estado de
agregacion en funcion de los radios hidrodindmicos de las especies presentes. Se evalud el
estado de agregacion del citocromo ¢ a 4 y 18 °C en distintos medios: agua destilada, 100
mM cacodilato de sodio pH 6.5 y 40 mM fosfato de sodio pH 7.0. En el caso de citocromo
¢ bovino disuelto en agua se encontré que el radio hidrodinamico era menor al esperado,
correspondiente a un peso molecular estimado de 1.73 kDa, el cual no es viable para esta
molécula. En la figura 16 A se observa el histograma donde se promedian las mediciones a
4 °C y el calculo del peso molecular que hace el equipo, para el radio hidrodindmico
hallado. Es probable que a baja fuerza idnica el citocromo ¢ no se comporte como una
molécula globular, y ya no sean aplicable los modelos del equipo. Como se ve en la figura
16, la muestra es monodispersa (100% de la masa corresponde al pico azul, de radio 0.81
nm). Lo que se ve como un segundo pico, puede ser alguna impureza menor. En la figura
16 B y C se observa el comportamiento del citocromo ¢ en 100 mM cacodilato de sodio, pH
6.5 y 40 mM fosfato de sodio, pH 6.8, respectivamente. En estas condiciones el citocromo ¢
se comporta como una solucion monodispersa, con radios hidrodinamicos de 1.76 y 1.86

nm, que corresponden a 12.6 kDa y 14.4 kDa respectivamente.

Estos resultados estan dentro de lo esperado para el cyt ¢ y cualquiera de los dos medios
es apto para cristalizar, siempre y cuando no interfiera con el agente precipitante. Dado que
el buffer fosfato es ampliamente usado para disolver citocromo ¢ (en la bibliografia lo
utilizan normalmente), se usara buffer 50 mM fosfato de sodio pH 7.0 como medio para
disolver citocromo ¢ comercial (Cyt C), para todos los ensayos que se lo requiera a menos

que se especifique lo contrario.
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Figura 16: histogramas resultado del analisis de dispersion dinamica de luz, y el cilculo del peso
molecular, para los radios hidrodinimicos hallados en casa caso. A) citocromo ¢ 10 mg/ml disuelto
en agua, a 4 °C. B) citocromo ¢ 10 mg/ml disuelto en 100 mM cacodilato de sodio, pH 6.5 a 18 °C.
C) cyt ¢ 10 mg/ml disuelto en 40 mM fosfato de sodio, pH 6.8.
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Screening de las condiciones de Cristalizacion:

Se evaluaron diversos kits para hallar alguna condicion de cristalizacién de Cyt C. Estos
kits se basan en el concepto de evaluar diversas condiciones, en forma de una amplia matriz
fundamentada en aproximaciones estadisticas de disefios factoriales. De esta manera, en un
mismo set de experimentos se evaltan distintos pHs, agentes precipitantes o aditivos,
dependiendo de las caracteristicas del kit. En base a los resultados hallados es que se acota
el espectro de posibles condiciones, variando las concentraciones del agente precipitante,
de la proteina, la temperatura o en el peor de los casos descartando totalmente la condicion

propuesta. Para el citocromo c¢ se evaluaron diversos kits.

Del kit “Crystal Screen 17, de Hampton Research, se hallé una tnica condicién donde el
citocromo ¢ se agregaba, mas no como cristal, sino como esférulo. Este tipo de agregacion
presenta un nucleo cristalino, pero como surgen al crecer rapidamente, no se generan
cristales facetados sino agregados redondeados, los cuales no sirven para difractar. Dicha
condicion estaba compuesta de 18 % PEG 8000 + 0.2 M acetato de zinc como agente
precipitante, en buffer 0.1 M cacodilato de sodio, pH 6.5. Se realizaron varios esfuerzos
para desacelerar el proceso de agregacion, tal como disminuir el agente precipitante,
incorporar aceites o el uso de geles en las gotas, como medios para aumentar la viscosidad.

Ninguno de estos enfoques logré generar cristales adecuados.

Tampoco se obtuvieron cristales evaluando otros kits, mencionados en la seccion de

materiales y métodos.

Evidentemente, el tener la proteina en un tnico estado de oxidacién no era el unico
factor a considerar, cuando se intentaba cristalizar el citocromo c. Algunos investigadores
que han trabajado con Cyt C, ya sea en su cristalizacion o en estudios electroquimicos,
sugieren pasos de re-purificacion para separar las isoformas desamidadas (Brautigan, D.L.
et al. 1978; Reed, D.E. and Hawkridge, F.M. 1987; Sanishvili R.et al. 1994 y 1995). La
forma de re-purificar el citocromo ¢ es por el método propuesto por Brautigan D.L. y
colaboradores utiliza una cromatografia de intercambio catiénico suave, como la
carboximetil-celulosa, y eluyen con un gradiente de fuerza ionica suave (Brautigan D.L. ef
al. 1978). Se intentd realizar esta purificacion sin éxito. Luego de intentar diversas

columnas de HPLC y FPLC, se lograron separar por fase reversa en un equipo de HPLC
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dos picos bien definidos, que contenian al citocromo c. El perfil de elusion se muestra en la
figura 17. El criterio para colectar las dos fracciones fue que la muestra absorba a las dos
longitudes de onda, a 215 (enlace peptidico) y a 361 nm (caracteristico del Cyt C oxidado).
Luego de realizar varias inyecciones, se realizaron lavados en buffer fosfato 50 mM pH 7.0
para intercambiar el acetonitrilo por el otro buffer, y se concentraron las dos fracciones a un

valor final de 68 mg/ml para la fraccion I (primer pico) y 65 mg/ml para la fraccion I1.

Figura 17: perfil de elusién del citocromo ¢ bovino, de una columna de fase reversa, C18. En azul
se ve el perfil a 215 nm, en rojo a 360 nm y en verde a 410 nm. La elusion se realizé tal cual se
detalla en la seccion materiales y métodos.

Se analizaron las dos fracciones por espectroscopia de masas para corroborar la
presencia de las isoformas. Los espectros se muestran en la figura 18. La muestra de F1
presentd una especie en mayor proporcion, de 12,230.436 Da, que coincide con el peso
estimado del citocromo ¢ bovino nativo. El pico de 6,113.542 Da corresponde al valor
medio de la molécula, producto de la ionizacion (i6n molecular +2). También se encuentra
una impureza de mayor peso molecular en baja proporcion, de 12,439.163 Da. De igual
forma, la muestra F2 (segundo pico de la cromatografia en fase reversa) presenta un pico
principal de peso molecular 12,232.756, el i6n molecular +2 (6,114.672) y una impureza de
peso molecular 12,441.685.
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Figura 18: espectro de masas, para la fracciéon F1 (a) y F2 (b). En el eje x se grafica masa/carga
(m/z) mientras que en el eje y se grafica la intensidad relativa (r.i).

Estos datos corroboran la presencia de la proteina nativa en F1 y la presencia de una
isoforma desamidada en F2, ya que la diferencia de pesos es de 2.32 Da. Segun la
bibliografia, existen cuatro isoformas caracterizadas y la forma nativa (Cy I) es la de menor
peso molecular (no intercambié ningun amida por carboxilo) (Flatmark T. 1964 y 1966).

Ademas se corroboré la pureza por electroforesis en un gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (figura 19) . Ambos geles fueron de poliacrilamida, pero
donde se sembro el citocromo ¢ comercial el gel fue de 12.5% y se tifio con coomasie blue
(19 A) y el marcador de peso molecular usado fue de BioRad, Precision Protein Standards,
con los siguientes pesos: 15 kDa, 25 kDa, 37 kDa, 50 kDa (banda mas intensa, referencia
interna), 75 kDa, 100 kDa, 150 kDa y 250 kDa. El gel donde se sembr6 el pico 1 obtenido
de la cromatografia de fase reversa fue de 15 % acrilamida y se someti6 a una tincién con

plata dada su mayor sensibilidad, para evaluar la presencia de minimas impurezas. Se uso el
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marcador See Blue PreStained Standard, de Invitrogen, y los correspondientes pesos son:
16 kDa, 30 kDa, 36 kDa,50 kDa, 64 kDa, 98 kDa. y 250 kDa.

Con las fracciones puras de citocromo ¢ (F1 y F2) se pusieron ensayos para reproducir

Figura 19: Geles de poliacrilamida
desnaturalizantes. A- 12.5 % acrilamida, se
tifié con coomasie blue, segiin se detalla en la
seccién de materiales y métodos. Se sembro
una solucién de citocromo ¢ comercial
(Sigma C-3131) disuelta en buffer fosfato pH
7. B- se sembr6 una muestra del pico 1 (F1)
colectado en la  purificacién  por
cromatografia en fase reversa, gel 15%
acrilamida, teflido con Ag. Los marcadores
moleculares se detallan en el texto.

las condiciones de cristalizacion del citocromo ¢ de caballo (Sanishvili R.G. et al. 1994,

1995) y del de citocromo ¢ de arroz (Morita Y. and Ida S., 1972). De ellas, solamente

produjo cristales la condicion del citocromo ¢ de caballo (figura 20). Se aplicé la técnica de

microseeding para obtener cristales mas facetados, aunque también se encontraron cristales

en las gotas iniciales. No se encontraron cristales utilizando el citocromo ¢ de la fraccion

F2. Evidentemente, la separacién de las isoformas ha tenido un papel importante en la

cristalizacion del citocromo ¢ bovino.

reportada por Sanishvili, RG 1995.

Figura 20: Cristales de Citocromo C, obtenidos con la fraccién F1, usando la condicién
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Estos cristales fueron difractados a 1.4-1.5 A de resolucion en el sincrotron de

Brookhaven (Brookhaven Nacional Laboratory, NY, USA), en la linea X6A, y las

estadisticas de la colecta y su resolucion estructural se detallan en la tabla 4. Se colectaron

180 frames de 1° de oscilacion.

Tabla 4: estadistica de la difraccién y del modelo resultante para citocromo ¢ bovino.

Colecta

Grupo espacial

P222,

Parametros de la Celda Unidad (A y ©)

a 36.84
b 54.48
c 55.33

Resolucién (A)
Reflex. totales
Reflex. unicas.

I/o(I)
Integridad

Rmerge (%)

o 90
B 90
¥ 90
1.5
17207
Completar
17.5
93.3 %
0.043

Afinamiento de la Estructura.
R/Rfree 0.196/0.218
B factor promedio 13.8

Desvios r.m.s.

Enlaces (A) 0.005
Angulos de enlace (°) 1.3
angulos diedros. (°) 19.2

N° de atomos (distintos de H).

Proteina 875
Ligandos o lones 43
Aguas 161

En la figura 21 se muestran algunas imagenes del modelo resuelto dentro de la densidad

electronica experimental, donde puede apreciarse la alta calidad de los datos.
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Figura 21: imagenes del modelo de citocromo ¢ bovino. a- modelo de cintas de la molécula en rojo, con las
moléculas de agua en verde claro y el grupo hemo en amarillo. b- acercamiento de la tyr67, donde se puede
observar la alta calidad de los datos. c- acercamiento del grupo hemo, interaccionando axialmente con la met80. d-
vista de perfil del grupo hemo, con sus dos ligandos axiales, his18 y met80, todos dentro de la densidad
electrénica.

Una vez que se tuvo una condicién para cristalizar el citocromo ¢ bovino y un
método control, se intentd cristalizar esta proteina por el método propuesto en esta tesis. El
objetivo de esto fue corroborar que el método podia servir para una proteina diferente a las
tradicionales o modelo (lisozima o taumatina). Se queria verificar la hipétesis propuesta en

este trabajo.

Las condiciones de cristalizacion del citocromo ¢ bovino se adaptaron para
aplicarlas en la cristalizacion en capilares en presencia de un campo eléctrico interno. Se
lleno el capilar con una solucion 31 mg/ml de proteina pura, oxidada, en contacto con un

anodo de Pt. El capilar es introducido ligeramente en un gel de silicatos donde se
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encontraba un catodo de Pt, colineal al anodo, tal cual se describi6 en el capitulo 2. Sobre el
gel, por fuera del capilar, se adiciona la solucion de agente precipitante, PEG 1000, a una
concentracion final de 20 % en peso. Se sumergié la celda en un bafio de agua a
temperatura controlada de 10 °C, para homogenizarla por toda la celda y se conectaron los
electrodos al galvanostato. A los 15 dias se obtuvieron cristales de citocromo ¢ dentro del
capilar, que presentaron morfologias similares a las obtenidas por el método control (gotas
colgantes de microseeding). Los mismos se pueden apreciar en la figura 22. Los cristales
aparecieron en la zona inferior del capilar al igual que a lo largo del electrodo, sin una

region preferencial.

Figura 22: cristales de citocromo c. A- cristales dentro del capilar, formados en presencia
del campo eléctrico interno. B- vista del interior del capilar; se puede apreciar sobre la
derecha la sombra del anodo de Pt. C-imagen de los cristales formados por microseeding
(control) donde se puede apreciar la misma morfologia que los obtenidos en presencia del
campo eléctrico.

No se observaron precipitaciones amorfas sobre el electrodo ni cristales adsorbidos al
mismo, como era de esperarse ya que la proteina se encontraba oxidada y no presenta
afinidad por el electrodo. La oxidacion o reduccion de citocromo ¢ con electrodos de Pt esta
reportada por ser bastante irreversible (Gui, Y and Kuwana T. 1987, Lewis, NS and
Wrighton M.S. 1981) y de velocidad de transferencia de electrones muy lenta, excepto

cuando estos ultimos son modificados con grupos piridinas (Cohen, DJ ef al.1984). Es por
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esto que la reduccidon observada se alcanzé al cabo de varios dias de iniciado el
experimento. Posiblemente si se hubiese dejado mas tiempo el experimento se apreciaria la

reaccion reversible.

El proceso de cristalizacion fue similar al observado a lisozima o taumatina, con la
formacidn inicial de un precipitado amorfo, denso, en el extremo del capilar en contacto
con el gel/agente precipitante. Este precipitado es caracteristico del “choque” que se
produce por el encuentro de la proteina y la alta concentracion de agente precipitante. A
diferencia de lisozima y taumatina, el precipitado amorfo se fue disolviendo en el tiempo, y
se observé la migracion del mismo hacia fuera del capilar, hacia el catodo, donde se redujo,
tornandose el gel de incoloro a rosado, mientras que la solucion en el interior del capilar se
mantenia roja por la presencia de citocromo ¢ oxidado. No se observaron cristales fuera del
capilar, lo que indica que el citocromo ¢ reducido no se alcanzo a cristalizar en los dias del
experimento. El campo eléctrico establecido en estas condiciones no es lo suficientemente
fuerte para concentrar la proteina en un espacio grande, como lo es el volumen del gel. Se
observo que el citocromo ¢ reducido no se confinaba al entorno del catodo sino que
difundi6 por todo el gel, hasta disolverse un poco en la solucion precipitante. El fenémeno
de transporte del citocromo ¢ reducido esta regidos por el potencial quimico y no eléctrico,

que se expresaria en sentido contrario.

Fue interesante observar que durante el proceso de agregacion, el potencial entre bornes
subié ligeramente 0.5 V en el transcurso de los 15 dias que durd el experimento.
Probablemente este aumento en la diferencia de potencial permitié la electrolisis del agua,
aunque no de manera significativa, ya que no se observaron muchas burbujas en el sistema

(en el capilar o en el gel).

Los cristales hallados en estas condiciones no son muy grandes, como los obtenidos por
el método control, pero son de un tamafio adecuado para ser analizados por difraccion de
rayos X. Es posible optimizar mas las condiciones de cristalizacion y se lograrian cristales

de mayor tamaiio o mejor facetados.
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Discusion:

La purificacion de citocromo ¢ fue la clave para poder cristalizar el citocromo ¢ bovino.
La presencia de las isoformas, dificiles de separar por su poca diferencia de peso molecular
y puntos isoeléctricos, interviene en el momento de la agregacion ordenada en una red
tridimensional impidiendo buenos contactos entre los monémeros. Las desamidaciones
espontaneas ocurren en glutaminas y asparaginas expuestas. En el citocromo c existen tres
glutaminas con mayor susceptibilidad de desamidacion, GIn12, GInl6 y GIn42 (Flatmark,
T. 1966). En la figura 23 se pueden apreciar la posicion de estos residuos junto a la

distancia del residuo més cercano en su molécula relacionada por simetria.

Figura 23: a- imagen de cuatro moléculas de citocromo c relacionadas por la simetria P2,2,2,. b-
y c- son dos acercamientos donde se observan las distancias entre las glutaminas susceptibles de
desamidacion y el aminoacido més cercano de su par en el cristal.
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En general, los cientificos que han cristalizado citocromo ¢ de diversas especies han
tenido que separar estas isoformas. El perfil de elusion de la cromatografia de fase reversa,
sumado al perfil de cromatografia de masas y la alta resolucion obtenida en los estudios

cristalogréaficos han permitido asegurar que se ha cristalizado la forma nativa de la proteina.

La cristalizacion del citocromo ¢ bovino en presencia de un campo eléctrico interno fue
exitosa, permitiendo confirmar el potencial de la técnica para obtener cristales de proteina
en cortos tiempos, comparado con el control. Para el caso del citocromo ¢ en particular, la
cristalizacion por esta técnica se llevd a cabo en 15 dias comparados con los 40 necesarios
para cristalizarla en ausencia del campo eléctrico. Ademas, no hubo necesidad de hacer
seeding. No se han realizado experimentos de cinética con esta proteina, pero es probable
que se encuentre nuevamente que el efecto del campo eléctrico esté acelerando el proceso
de la nucleacion. Se observé en el experimento control que se requieren alrededor de 30
dias para que se obtengan micro-ntcleos, los cuales al ser transferidos a gotas de menor
sobresaturacion, logran crecer. Por el contrario, en el capilar se consigue este gradiente de
concentraciones gracias a la difusion y migracion de las especies presentes. La funcion del
PEG (agente precipitante) en la cristalizacion es la deshidratacion de las proteinas
favoreciendo la agregacion ordenada. En ausencia del campo, la difusion del PEG a través
del gel y su ascenso por capilaridad es extremadamente lenta, sin embargo ante un campo
eléctrico puede orientarse y el encuentro con las moléculas de citocromo ¢ se produce en un

menor tiempo.

La cristalizacion de citocromo ¢ en presencia de un campo eléctrico interno se realizo
con el anodo en contacto con la solucioén proteica, al igual que lo realizado para otras
proteinas modelo, como lisozima y taumatina. Esto se realiz6 con la intencién de evaluar el
método para una tercera proteina que se encuentra cargada cuando se disuelve en un medio
de pH alejado de su punto isoeléctrico. Sin embargo, cabe la posibilidad de intentar su
cristalizacion en presencia de un cétodo, aplicando un potencial adecuado para su reduccion
y tal vez adsorcion al electrodo. Para este estudio, deberia volver a evaluarse el material del
electrodo ya se necesita considerar la velocidad de transferencia de electrones para la
reaccion redox y evitar posibles desnaturalizaciones de la proteina, como Pt o Ag
modificados, Au modificado o electrodos de 6xidos como el electrodo de oxido de estafio

dopado con indio. En el siguiente capitulo se estudi6 el comportamiento del citocromo ¢ en
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este ultimo electrodo, en solucion y cristalizado, para intentar analizar su conducta de

transportador de electrones, base de un biosensor.
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Capitulo 5: Propuesta de un biosensor.

5.1- Introduccion:

La electroquimica bioldgica se ocupa de la aplicacion de técnicas electroquimicas en el
estudio y utilizacion de sistemas biologicos. Entre todas las actividades de este area se
pueden mencionar estudios del mecanismo de las reacciones de transferencia de electrones,
desarrollo de procesos para la sintesis de compuestos de interés comercial, deteccion y
cuantificacion de analitos y la investigacion de las transformaciones redox de moléculas
con importancia bioldgica. Algunas de las aplicaciones en el campo de la ingenieria
biomédica son la inactivaciéon de patdgenos por medios electroquimicos, deteccion
microbiana, celdas de combustion bioquimicas, fuentes de energia para marcapasos y
corazones artificiales, electrodos ion-especificos y electrodos enzimaticos (Bockris, J.M.

and Khan S.U.M., 1993).

La voltametria ciclica es muy utilizada para caracterizar las propiedades redox de los
compuestos. Esta técnica provee informacion sobre la cinética de la reaccion de
transferencia de electrones y de cualquier reaccion quimica asociada, ademas de datos
termodinamicos, como el potencial redox, de las especies presentes. Ademas, puede ser
utilizada como una técnica cualitativa para identificar especies en solucion, de acuerdo a su

potencial redox caracteristico.

Los estudios de voltametria ciclica de metalo-proteinas no fue exitosa inicialmente,
debido a diversos factores como procesos de adsorcion y desnaturalizacién de las mismas
sobre los electrodos, o inaccesibilidad del centro metélico. El uso de mediadores, moléculas
responsables de transferir los electrones desde la proteina al electrodo, fue la solucién a la
imposibilidad del estudio directo. Sin embargo, se ha demostrado més recientemente que es
posible este tipo de estudios en sistemas cuasi-reversibles, sin necesidad de utilizar
mediadores, bajo ciertas condiciones (Armstrong, FA ef al. 1988, Armstrong F.A. 1990). El
uso de electrodos modificados ha permitido la interaccion directa de una proteina con el
electrodo, gracias a que acomodan adecuadamente a la misma, permitiendo la rapida
transferencia de electrones. Estos grupos unidos al electrodo se llaman “promotores”, y no

intervienen en la reaccion electroquimica.
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La respuesta electroquimica del citocromo c¢ en electrodos de oro, platino (Lewis, N.S.
and Wrighton MS, 1981), niquel (Kuznetsov B.A. et al. 1979) estd reportada como
irreversible, mientras que en electrodos de oxido de indio, dpticamente transparentes, es
cuasireversible. Este fue el primer reporte que se tuvo de una respuesta voltamétrica cuasi
reversible y cuantificable para el citocromo ¢ con un electrodo solido (Yeh, P. and Kuwana
T, 1977). La pureza de las muestras de citocromo ¢ es fundamental para obtener curvas
voltamétricas reproducibles y estables en el tiempo. Aun las muestras comerciales mas
puras traen impurezas que alteran la cinética de transferencia de electrones heterogénea
(Bowden, E.F. ef al. 1982). Mas atn, la presencia de pequefias cantidades de proteina
desnaturalizada, generadas durante el proceso de liofilizacidn, tienden a adsorberse a la
superficie del electrodo, bloqueando la transferencia de electrones (Koller, KB. and
Hawkridge, FM. 1985; Reed DE and Hawkridge, FM 1987). Es por esto que debe realizarse

el estudio con muestras re-purificadas.

Se ha propuesto en esta tesis de doctorado que los cristales de proteina con centros redox
podrian actuar como biosensores, cuando se encuentran adsorbidos a un electrodo. Un
biosensor electroquimico es un dispositivo en el cual el elemento sensor es una molécula
bioldgica, ya sea proteinas o acidos nucleicos, la cual se halla acoplada a un traductor
eléctrico —electrodo- que convierte el evento de bio-reconocimiento especifico a una sefial

eléctrica util (Wang, J. 1999).

La hipdtesis se basa en la alta selectividad de las proteinas sumado a que las mismas se
encuentran en una altisima concentracion y pureza en un cristal, red tridimensional

ordenada. Se ha elegido trabajar esta posibilidad con el citocromo ¢ bovino, ya que
<+ el evento redox es una transferencia de un simple electron de la esfera externa.

< Contiene un grupo hemo, lo que facilita una rapida transferencia de electrones (Gray,

H.B. et al. 1983).

*

< Al igual que muchas proteinas que realizan transferencias de electrones, presentan
una estructura asimétrica respecto a su reactividad de transferencia de ¢ y la distribucion de
cargas superficiales. Su grupo hemo no se encuentra en el centro de la molécula, sino mas
bien hacia un costado, en una region rica en el aminoacido basico, lisina. Esta region se la

conoce como la cara frontal. Esta region es responsable de guiar de forma electrostética al
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citocromo ¢ a interaccionar con regiones cargadas negativamente de otras proteinas o

electrodos.

< Esta proteina presenta una adsorcion a electrodos de 6xido de indio y estafio, sin
desnaturalizarse. La inmovilizacidn efectiva de la entidad biolégica a un transductor en un
biosensor es una de las caracteristicas clave para la generacion exitosa del mismo (Wang, J.

1999).

En 1969, Rosenberg y Postow descubrieron que la hidratacion aumentaba la
conductancia electronica en proteinas. Dado que los cristales de proteinas mantienen un
alto grado de solvente en su estructura es posible pensar que pueden ser excelentes

conductores eléctricos.

El mecanismo de transferencia de electrones es complejo (Boguslavski, L.J. 1986).
Aparentemente, cuando las distancias son cortas (< 20 A), un mecanismo de tunelamiento
es suficiente (Goldstein and Bearden, 1984), pero en distancias mas lejanas, debe haber
algin tipo de movimiento de la proteina, cambio conformacional asociado (Bockris J. O'M
and Reddy, 1970). Mas atn, Willit y Bowden midieron el cambio de entropia del citocromo
¢ al adsorberse a un electrodo de éxido de estafio. Encontraron que el ferricitocromo ¢
presenta mas cambios estructurales al adsorberse que el ferrocitocromo ¢ (Willit y Bowden,
1991). Dependiendo de la magnitud de estos cambios, pueden ocurrir 0 no dentro de un

cristal de proteinas, gracias al alto porcentaje de agua que contienen.

5.2- Materiales y Métodos:

Equipo de Microscopia de Fuerza Atémica, multimodal, Nanoscope Illa, de Digital
Instruments, el cual cuenta con un moédulo para electroquimica (EC-AFM). El equipo opera
a través del registro de las fuerzas atractivas y repulsivas entre la muestra y una sonda de
nitruro de silicio. La muestra es colocada sobre un scanner el cual se puede mover en las
tres dimensiones. La sonda es colocada sobre la muestra, y un laser se enfoca sobre ella.
Cuando la muestra y la sonda estan los suficientemente cerca, ésta ultima siente atracciones
y repulsiones de las nubes electronicas, provocando movimientos oscilatorios, de acuerdo a

la fuerza resultante. El haz reflejado en la sonda incide, gracias a un sistema de espejos, en
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un fotodetector de posicion, el cual transforma la sefial luminosa en una imagen

topografica. Un esquema del funcionamiento del equipo se muestra en la figura 24.

Figura 24: esquema del funcionamiento de un equipo de microscopia
de barrido con sonda.
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Preparacion de muestras para el AFM:

Sobre una base metélica, se adhiere un electrodo de 6xido de estafio dopado con Indio
(ITO, del tipo CD-50 IN-S105. R: 8-12 Q, Delta Technologies) con pegamento y tintura
coloidal de plata, de alta pureza. Es muy importante verificar la conduccion a través de ¢l
con un voltimetro. Sobre el mismo, se colocan 50 pl de muestra (citocromo ¢ bovino, 5.2
pM, 20 uM, 40 puM en buffer 50 mM fosfato pH 7.0, o buffer solo, degaseados con N;) y se
incuban a 4°C en un recipiente cerrado para evitar que se seque la muestra. Al cabo de 1
hora, se coloca el electrodo con la muestra en el microscopio de fuerza atémica para su

estudio electroquimico o superficial, a temperatura ambiente.

Estudio electroquimico: se realizaron ciclos de voltametria ciclica con el potenciostato

del microscopio de fuerza atémica (EC-AFM).

El rango de potenciales barridos fue de —500 y 500 mV, iniciando de OV y en sentido
decreciente. Velocidad de barrido: 100mV/s.
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Electrodo de referencia: alambre de Ag. Electrodo auxiliar: alambre de Pt. Electrodo de
trabajo: monocapas Oxido de estafio dopado con indio (ITO) con las caracteristicas

mencionadas previamente. La disposicion de los mismos se muestra en la figura 25.

Electrodo de
Referencia

Borde aislante para evitar Electrodo

la pérdida de fluidos. auxiliar (Pt)

Puntas de
nitruro de
silicio.

Figura 25: a y b- imégenes del equipo de
microscopia de fuerza atémica con sus
monitores. ¢ y d- celda de fluidos del
microscopio de fuerza atémica. Vista del lado
que entra en contacto con la muestra. d-
acercamiento del centro y vista de las puntas.
e- imagen del electrodo ITO preparado como
se describid previamente.

base
metalica

ITO

“ Contactos realizados
con la tintura de Ag.
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Se tomaron imagenes de los voltamogramas y de la evolucién en el tiempo de la

corriente y el potencial.

Todas las soluciones utilizadas fueron degaseadas pasandoles una corriente de N; (g

durante unos minutos.

Anadlisis de superficies: Este estudio se realiza en el AFM mencionado. Se usaron
puntas de nitruro de silicio (NP-20, SPM tips) para este fin, las cuales se montaron en las
celdas de fluidos. Las imagenes obtenidas se analizaron con el software Nanoscope Illa v.
5.12.r4, de Digital Intruments. Este estudio se puede realizar en presencia de soluciones,
por contar con una celda de fluidos (como la que se muestra en la figura 25) o secos. Otra
ventaja es que se pueden analizar las superficies tratadas electroquimicamente en el lugar
exacto de la reaccion, in situ, (comparado a otras técnicas de estudios superficiales, como la

microscopia electrénica).

5.3- Resultados:

En un primer paso, se analizo el efecto de las concentraciones de citocromo ¢ sobre
electrodos de ITO, con el fin de encontrar el maximo valor donde se mantiene respuesta
electroquimica. 50 pl de soluciones de citocromo ¢ de 5.12 uM, 20 pM y 40 pM se dejaron
absorber durante una hora a 4 °C al cabo del cual se realizaron estudios de su superficie y
de la respuesta electroquimica, en este orden. Las imagenes de las superficies se muestran
en la figura 26. La incubacion del buffer no mostr6 diferencia con el barrido del electrodo
sin solucion. De igual manera, no mostrd respuesta electroquimica, por lo que se muestra

que el buffer 50 mM fosfato pH 7.0 no presenta interaccion con ITO.

Las imagenes superficiales muestran como cambia la fisonomia debida a los depositos,
como si fuera menos rugosa. En un anélisis mas detallado, se midieron los anchos de media
altura de estos agregados, utilizando la funcién correspondiente del programa. Un ejemplo

se muestra en la figura 27
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Figura 26: imagenes de microscopia de fuerza atomica de la superficie del electrodo
ITO, A- expuesto al aire, B- luego de 1h de incubacién con una soluciéon 5.2 uM
citocromo ¢ bovino, C- luego de 1h de incubacién con una solucién 20 uM citocromo ¢
bovino, y D- luego de 1h de incubacién con una solucién 40 uM citocromo ¢ bovino.
Todas las imagenes se barrieron en un area de 5 x5 pm’.

Figura 27: Iméagenes del area de analisis y el perfil de los agregados a lo largo de la

linea marcada. El ancho de un agregado se define entre las dos marcas rojas, a media
altura del pico.
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En la tabla 5 se muestran los valores y porcentajes hallados para los didmetros de

agregados o cumulos depositados (anchos medios).

Tabla 5: Porcentajes de los tamafios hallados en la superficie de las distintas
muestras de ITO y citocromo c. n.d.: no detectado.
39.060 nm 78.125 nm 97.656 nm 117.19 nm
ITO 36.51 36.51
ITO+5.2 puM citc. 3.30 36.7 n.d. 60
ITO + 20 uM cit c. 17.5 35.09 n.d. 47.37
ITO +40 uM cit c. 26.03 46.57 n.d. 27.40

La superficie del electrodo es dificil de caracterizar, ya que estd compuesta por un
complejo ternario con un 9-10 % de 6xido de estafio en 6xido de indio. Su morfologia y
composicion de la monocapa varia con la técnica de deposicién y procesamiento
empleadas, lo que le confiere diferentes pardmetros y consecuentemente distintas
propiedades como electrodo (Milliron, D.J. et al. 2000). En el analisis de seccion
transversal realizado se encontraron diversos agregados, siendo los de 78.125 y 97.656 nm

los de mayor regularidad, en los porcentajes expresados.

Al depositarse citocromo ¢ sobre el electrodo, a partir de una solucién 5.2 pM, se dejan
de detectar agregados con didmetros de 97.656 nm. En su lugar, surgen los agregados de
117.19 nm de diametro en un alto porcentaje y algunos agregados de menor tamaifio (39.06
nm). Evidentemente el citocromo c tiende a interaccionar con los agregados de 97.656 nm,
ya que son cubiertos por la proteina y producto de esta adsorcién surgen los agregados de
117.19 nm. Dado el tamaiio del citocromo ¢ y su morfologia globular, diametro de 3.4 nm,

estos tiltimos podrian ser decameros de citocromo c.
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Al incrementarse la concentracion de citocromo ¢ se observa una disminucién de las
especies de 117.19 nm, y aumentan las de 39.06 nm. Esto puede explicarse por los
consecutivos depdsitos de citocromo c en los intersticios de los agregados presentes,
generando capas de menor rugosidad. Dado que los valores hallados en las mediciones de
estos agregados son multiplos de 39.06 (78.125 son dos decameros de citocromo ¢ y 117.19
son tres decameros de citocromo c) se sugiere que el citocromo ¢ va interaccionando de

esta forma con la superficie.

Otro estudio realizado con el software del equipo es analizar la altura de las particulas y
la distribucién de los valores de las mismas en la superficie barrida. Este estudio mostré el
perfil de la figura 28, donde se grafican en el eje vertical la distancia desde la base del
electrodo hacia arriba, en nm y en el eje horizontal, la frecuencia porcentual de los picos
que presentaron esa altura. El rango de alturas hallados en la superficie inicial del electrodo
y la del electrodo luego de ser incubado una hora con 20 uM citocromo ¢ se ve muy
similar, con un valor medio de 15.069 nm y 16.634 nm, respectivamente. Estos datos
sugieren una topografia similar en los dos casos, aunque su composicién no lo sea. Por el
contrario, la superficie del electrodo luego de ser incubada con 5.2 uM citocromo ¢
presentd un rango de alturas mucho mayor, y un valor medio de 46.096 nm. El electrodo
incubado con 40 pM present6 un valor medio de 107.44 nm. Estos dos ultimos electrodos
presentaron depdsitos de mayores alturas y en el caso de ITO con 5.2 pM una mayor

dispersion de valores en los agregados depositados.
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Figura 28: perfil estadistico de las particulas depositadas en los electrodos
modificados. En el eje vertical se grafican las alturas encontradas de las particulas
mientras que en el eje horizontal se representa el nimero relativo porcentual de
agregados que presentan dicha altura.
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En cuanto al comportamiento electroquimico de estas muestras, inicialmente ninguna de las
soluciones de citocromo ¢ presentd respuesta electroquimica cuando se aplicaron barridos
de potencial de 100 mV/s , de —=500 a 500 mV. Tampoco lo present6 la muestra de 5.2 uM
luego de cambiar la soluciéon de citocromo ¢ por una de buffer. Sus depdsitos no

presentaron electroactividad.

Sin embargo, cuando se eliminé la solucidn proteica de concentracion 20 pM del medio,
se lavo ligeramente el electrodo de trabajo con Iml de buffer degaseado (al igual que los
electrodos y la punta presente), y se adicioné 50 pl de buffer sobre el electrodo la respuesta
voltamétrica fue bien definida. La misma puede apreciarse en la figura 29. Se observo una
separacion de los picos de oxidacion y reduccion en el transcurso del tiempo que tienden a
estabilizarse, asi como un incremento del valor de la corriente de ambos picos. Los datos de
potencial del pico y su corriente se obtienen a partir de los voltamogramas y se gener6 un

perfil de la evolucion de estos parametros, el cual se muestra en la figura 30.
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Figura 29: Imégenes de los voltamogramas y gréficos temporales de depésitos de citocromo ¢
bovino. A- a los 90 s., B- a los 300 s., C- a los 825 s. D- a los 2004 s desde el inicio del

exnerimento.
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El aumento en la corriente puede deberse a que los depositos de citocromo ¢ no son
ordenados, y los ciclos consecutivos de barridos de potencial van orientandolos,

optimizando la transferencia de los electrones desde las capas mas externas hacia el

electrodo.
evoluciéon
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B- tiempo (s) Ipa (pA) Ipc (pA) Epa (mV)  Epc (mV)

90 8.92 6.15 153.85 -169.23
300 13.25 8.25 169.23 -276.93
825 18.46 16.15 153.85 -314.28
2004 17.14 19.95 200 -338.46

Figura 30: A)-curvas de evolucién de los voltajes donde estd el maximo de reduccion (E pico
catddico) y de oxidacién (E pico anédico), y de los valores de corriente maximas respectivas (I pico
catédico, I pico anédico). B- tabla de datos correspondiente a los voltamogramas referidos en la
figura 29.

A los ochocientos segundos de evolucion, se ven maximos de corriente en los picos
catodicos y anddicos indicando que se alcanzo un ordenamiento Optimo y el maximo de
especies se reducen y oxidan a esta velocidad de barrido de potenciales. En el transcurso
del experimento se observo una alternancia entre los valores de corriente maxima del

catodo y anodo dentro del rango mostrado 16-20 pnA con los ciclos (datos no incluidos).
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La separacion entre picos puede deberse a cambios conformacionales de las moléculas
de citocromo ¢ depositadas. Se hallan reportados diversos movimientos en la estructura
secundaria de citocromo ¢ de diversas especies asociados al estado de oxido reduccion del
grupo hemo, cuando el citocromo ¢ esta en soluciéon (Berghuis, A.M. and Brayer, G.D.
1992; Calvert, J.F. et al. 1997). Mas recientemente, se ha propuesto que los cambios
conformacionales de citocromo ¢ existen aun cuando se encuentra adsorbido a un electrodo.
(El Kasmi, A. et al. 2002). En este trabajo se propone la existencia de dos estados
conformacionales nativos, uno que favorece al estado oxidado y el otro al estado reducido.
(figura 31). La competencia entre la velocidad de transferencia de electrones (asociada a la
velocidad de barrido de potenciales) y la velocidad de cambio de la estructura secundaria es

quien regula la posicion de los potenciales de oxidacion y reduccion.

L Figura 31: esquema de la competencia
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Se propone en dicho trabajo que la conformacion A estabiliza mejor al estado oxidado,
mientras que la B lo hace con el estado reducido. De esta forma, la reduccion del citocromo
¢ en conformacion A requiere de mayor energia que la reducciéon de la proteina en
conformaciéon B (E”5 es mas negativo que E®g), ya que el producto (Cc red)s es mas
estable que (Cc red)s. Cuando la velocidad de barrido es lenta respecto a la velocidad del
movimiento conformacional, hay tiempo suficiente para que una conformacion inestable se
relaje, antes que la reaccion redox opuesta vuelva a suceder. Esto provoca una mayor
separacion en los potenciales de oxido-reduccién. Esta es una posible explicacion al

corrimiento en los potenciales observados.

En los voltamogramas puede observarse un pico de oxidaciéon muy cercano al pico del
citocromo ¢, de potencial de oxidacion mas positivo. Este hombro puede deberse a alguna

especie agregada del citocromo ¢ o a algun conférmero del citocromo ¢. No se debe a

76



alguna impureza ya que aumenté su valor de I maxima al igual que lo hacia el pico
principal de oxidacion. Este segundo pico también ha sido hallado en otros estudios de
electroquimica del citocromo c¢ con un electrodo de ITO, en estudios previos, sin
encontrarse un pico reductor. En esa ocasion, el pico catédico iba disminuyendo su maximo
valor de corriente al igual que el drea debajo de la curva (indicador de la cantidad de
especie que se reduce) mientras iba aumentando el valor de I maxima del pico secundario

de oxidacion.

Respecto al electrodo incubado a 4°C con 40 uM citocromo ¢, no presentd respuesta
electroquimica en presencia de la solucion de citocromo ¢ ni en su ausencia, al tratar el
electrodo con 1 ml de 50 mM NaH,POy , degaseado. Dada la gran cobertura del electrodo,

producto de la adsorcion del citocromo c, se cree que se pasivo el electrodo.

5.4-Discusion:

El citocromo ¢ es una proteina transferidora de electrones, con un hemo dispuesto de
forma asimétrica en su estructura tridimensional. Esto la convierte en una molécula muy
atractiva para el disefio de un biosensor. Los depoésitos de la misma sobre un electrodo de
6xido de estafio e indio permiten obtener mono o multicapas de proteina nativa y activa. En
un primer acercamiento a estos resultados se pensaria que el estudio electroquimico
requiere de una concentracién adecuada de proteina, ya que cuando es muy poca no hay
sefial detectable y cuando es demasiada se pasiva el electrodo. Sin embargo, si
consideramos el andlisis de las superficies, se observa que el electrodo incubado con 20 uM
de citocromo c¢ presenta una topografia similar al electrodo sin depodsitos proteicos,
mientras que los otros casos las alturas de los picos fueron mayores y de mayor dispersion.
Tal vez en el caso del electrodo incubado con 40 uM los depdsitos presentan tal altura que
se dificulta la transferencia al electrodo, mientras que en el caso de 5.2 uM el amplio rango
de los mismos sugiere intersticios (probablemente por la baja concentracion de moléculas
presentes) donde se interrumpe el flujo de carga. Esto significa que la transferencia de
cargas requiere de cierta distribucion de las moléculas en la superficie y no solo es

importante la cantidad de estas moléculas que estén presentes.
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Las moléculas adsorbidas no lo hacen de una manera especifica. Mas aun, se ha
observado en el caso de la incubacién de ITO con 20 uM citocromo ¢ un aumento de la
corriente que circula por el sistema con los ciclos de barrido de potencial, suponiendo una
re-orientacion de las moléculas depositadas. Este reordenamiento es posible ya que las
moléculas adsorbidas retienen cierto nivel de hidratacion, y los estudios se realizaron en un
medio liquido. De igual forma, en un cristal de proteinas hay suficiente agua de hidratacion
que permite este tipo de movimientos en las moléculas. Dado este modelo (citocromo
adsorbido por afinidad con el electrodo), la concentracién de proteina no es un factor
limitante para obtener una respuesta satisfactoria sino la distribucién y ubicacién de las
moléculas en la superficie. Por el contrario, existe la posibilidad de utilizar cristales de
proteinas, los cuales presentan un ordenamiento interno éptimo en cuanto a proximidad de
las moléculas. La idea de tener capas ordenadas y no dispuestas al azar nos permite suponer
que la transferencia de electrones sera mas eficiente, asegurando una buena deteccién del
analito dador o aceptor de electrones, en un biosensor. Ademds, el método propuesto en
esta tesis permite obtener los cristales bajo una orientacion favorable de las moléculas en el
cristal, en respuesta al campo eléctrico presente durante su crecimiento. La orientacion de
las moléculas optimizaria la transferencia de electrones a través de las multicapas,
convirtiendo al cristal en una fuente de proteina sensora sumamente pura confinada en un

espacio minimo.

A futuro habria que experimentar esta posibilidad.
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Capitulo 6: Conclusiones y Perspectivas.

6.1- Conclusiones:

< El método propuesto ha presentado ciertos beneficios a la hora de cristalizar
proteinas. La presencia del campo eléctrico interno favorece la nucleacion sin alterar la
calidad estructural. Los cristales obtenidos de esta forma presentaron tiempos de induccion
menores sin afectarse la velocidad de crecimiento general. En consiguiente, los cristales
presentan un buen ordenamiento interno, caracteristica muy util no solo para el
conocimiento de la estructura tridimensional de una biomolécula, a través de la obtencion
de datos de muy buena resolucidn, sino también para el campo de la bioingenieria y

nanotecnologia.

% Al comparar este método con los métodos tradicionales de gotas, encontramos las
ventajas comunes con el método de acupuntura en gel, donde dentro del capilar se
presentan un gradiente de condiciones, aumentando la probabilidad de realizar un ensayo
exitoso, es decir, obtener cristales. Un factor negativo es la alta cantidad de materia prima,
proteina, que se requiere para los ensayos, pero es posible que a futuro se pueda trabajar
con capilares de menor didmetro o una disposicién de electrodos diferente, tal de reducir el
volumen de muestra necesario. Por otro lado, con el avance dia a dia de las técnicas de
biologia molecular es mas factible que el problema de la materia prima (proteinas) deje de

serlo.

< En relacion al método de acupuntura en gel, se ha observado que debido a la
nucleacion mas rapida, es posible disminuir la concentracion inicial de proteina que debe
colocarse en el capilar. El campo eléctrico actuaria “optimizando” las moléculas presentes.
Tal es el caso del citocromo ¢, en donde se utilizo en el capilar una concentracion inicial
igual a la usada en el método de difusion en fase vapor, cuando usualmente la diferencia de
concentracion entre las dos técnicas es mucho mas grande (alrededor de 2.5 veces mayor,
cuando menos). Otra posibilidad que brinda el aplicar un campo eléctrico es que el
precipitado inicial que se observa en el método de acupuntura en gel, (debido a la alta
sobresaturacion en la zona inferior del capilar) puede utilizarse como una “reserva” de

nutrientes, ya que si se invierte la polaridad o se imponen pulsos de corriente al sistema, se
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observé la disolucion de los mismos. Esta posibilidad debe analizarse con mayor
profundidad y aplicarse en cada caso en particular, a consideracion de la proteina en

estudio, el pH de cristalizacion, las sales presentes, etc.

< Respecto al caso particular del citocromo c, fue evidente la necesidad de purificar la
isoforma nativa de las desamidadas para su cristalizacion. El crecimiento cristalino es un
proceso sumamente sensible a la composicion de la solucidn proteica ya que se deben
acomodar las moléculas muy proximas entre si, en un patroén regular. La presencia de
ligeras variaciones de carga en la superficie de las proteinas o residuos moviles alteran este
ordenamiento afectando negativamente la calidad final o impidiendo la formacion del
cristal. E1 método de purificacion utilizado fue exitoso ya que en un solo paso se consiguio
separar la proteina nativa de sus isoformas, lo que permitié su cristalizacion. Al someterla a
cristalizacion en presencia de un campo eléctrico interno, su respuesta fue igual a las
proteinas modelo. No se ha explorado la posibilidad de cristalizarla a un potencial
constante, de forma de obtenerla en un estado reducido (u oxidado). Sin embargo, es
factible de que ocurra y si se eligen los electrodos adecuados puede cristalizar adsorbida al
mismo. Si el cristal proteico no pierde su actividad redox, se obtendria un biosensor, donde
el elemento censante seria la proteina inmovilizada en el cristal, adsorbida al electrodo,

elemento transductor de la sefal electroquimica en eléctrica.

% La adsorcion del citocromo ¢ a un electrodo de 6xidos de In y Sn ha sido
caracterizada topograficamente. Los electrodos modificados con citocromo ¢ mantuvieron
su actividad electroquimica solamente luego de ser incubados con 20 pM de citocromo c.
Con los estudios realizados, no es posible decir que siempre una soluciéon de mayor
concentracion a 20 pM pasiva al electrodo, ya que en estudios preliminares si se ha
obtenido respuesta electroquimica. Dado que la adsorcién es espontanea y de forma no
ordenada, es probable que cuando los depdsitos de citocromo ¢ se dan de manera tal que la
superficie presenta una altura mayor a 35 nm la transferencia de electrones a través de ella
no es posible. Diferente seria el caso de un cristal, donde la red tridimensional presenta una
regularidad optima en cuanto a las interacciones entre residuos y distancias, favoreciendo el

tunelamiento de cargas.
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6.2- Perspectivas:

En el futuro seria muy interesante optimizar la celda de crecimiento de cristales en
presencia de un campo eléctrico interno, con el objeto de reducir el volumen de muestra
requerida en los ensayos, y evaluar otros electrodos, que presenten cierta afinidad con las
proteinas a cristalizar, pero que no se desnaturalicen al adsorberse. El uso de electrodos
Opticamente transparentes, como [TO permiten caracterizar los dep6sitos por absorcion de

un haz de longitud de onda caracteristica de la proteina.

Seria muy importante poder cristalizar una proteina que presente un centro redox en un
estado de oxido reduccion definido, por aplicacion de un potencial controlado durante todo
el crecimiento. Para ello habria que evaluar la proteina y sus condiciones de cristalizacion

junto al sistema de electrodos a utilizar.

Otra posible extension de este trabajo es el andlisis en mayor profundidad de un
biosensor empleando monocristales en vez de monocapas. Estudiar la electroquimica de
cristales de citocromo c¢ adsorbidos a ITO y observar si su poder de transferencia

electronica se magnifica en estado sélido.

Por ultimo, la cristalizacion de proteinas de membranas en presencia de un campo
eléctrico podria ser de gran utilidad. El uso de electrodos modificados con surfactantes
(DDAB) o grupos piridinas ha resultado muy exitoso en el estudio electroquimico de
proteinas transportadoras de electrones. Tal vez, los surfactantes cumplan una doble
funcion, evitando la desnaturalizacion de las proteinas en contacto con los electrodos y
permitiendo una estabilizacion de las moléculas anfipaticas (proteinas de membranas). A su

vez, el campo eléctrico las orientaria y conduciria hacia la formacién de un cristal.
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The influence of an internal electric field upon
protein crystallization using the gel-acupuncture

method

In this work, the influence of an internal electric field upon the
crystallization of lysozyme and thaumatin is explored using a
modified design of the gel-acupuncture setup. From a
crystallographic point of view, the orientation of crystals that
grow preferentially over different types of electrodes inside
capillary tubes is also evaluated. Finally, the crystal quality and
the three-dimensional structure of these proteins grown with
and without the electric field influence are analyzed by means
of X-ray diffraction methods.

1. Introduction

The major problem in producing suitable protein crystals for
X-ray diffraction or biophysicochemical investigations lies in
the limited amount of protein to be analyzed or crystallized.
Nowadays, newer, more efficient and faster methods for
protein overexpression using molecular biology have been
proposed for high-throughput analyses in order to perform
protein crystallization and consequently X-ray crystallo-
graphic investigations. However, there are some physico-
chemical parameters which could improve protein crystal
growth or control nucleation phenomena that have not been
fully explored. These parameters are the magnetic field
(Sazaki er al., 1997; Ataka et al., 1997; Wakayama et al., 1997;
Yanagiya et al., 2000), electrofocusing (McPherson, 1992) and
the influence on the nucleation and crystal growth of bio-
logical macromolecules using an external electric field (Taleb
et al., 1999, 2001; Nanev & Penkova, 2001, 2002).

There are only a few recent studies in which the influence of
an external electric field upon protein crystallization has been
evaluated using the batch, hanging-drop and sitting-drop
methods. For instance, using droplet techniques in the
laboratory of Aubry and coworkers it has been proved that an
external electric field suppresses HEWL crystal nucleation,
resulting in an increased growth rate of lysozyme crystals in
the external electric field (Taleb et al., 1999). Most recently,
Aubry and coworkers (Taleb et al, 2001) measured the
kinetics of the protein crystallization process and detected
increased HEWL concentration in the solution near the
cathode. On the other hand, in work published by Nanev &
Penkova (2001) crystal growth was conducted using templates
of organic polymers inside capillary tubes. Using the batch
method, the effect on lysozyme crystallization of applying
electric and ultrasonic fields was evaluated. It was also
observed that the orientational growth of the crystals followed
a preferential direction towards the cathode. Most recently,
Nanev and coworkers have evaluated lysozyme crystals to be
preferentially orientated along the ¢ axis when a magnetic
field is applied; the critical temperature at which the effect is
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more remarkable has also been determined (Nanev &
Penkova, 2002).

However, all of these publications lack crystallographic data
or structural analyses for the crystals grown in the electric
field. In none of them is there any indication of crystal-packing
modifications. It may be useful to find a new experimental
method that could be used to study the effects of electric fields
upon protein crystallization and establish a theoretical basis
that would explain what happens during crystal nucleation and
growth.

In this work, we tried (i) to explore the influence of an
internal electric field during the crystallization of lysozyme
and thaumatin using a modified design of the gel-acupuncture
setup (Garcia-Ruiz et al., 1993; Garcia-Ruiz & Moreno, 1994)
and (ii) to study the polarity effect of the electrodes and the
current interval at which the internal electric field had the
strongest influence on either the crystallization process or the
nucleation phenomena. Finally, we also evaluated the crystal
quality as well as the three-dimensional structure of the
crystals grown in the presence or absence of the electric field.

2. Materials and methods

All these experiments were performed using an ad hoc
modified Granada Crystallization Box (Hampton Research)
commonly used for the gel-acupuncture method. In this new
configuration, two electrodes and a direct current power
supply (Galvanostat EG&G Princeton Applied Research,
Model 173) were adapted as shown in Fig. 1. The applied
current ranged from 0.9 to 1.0 pA so that the maximal current

Anode | ~*

Precipitating
solution

Power supply

Protein
solution

Gel

| M

(e ] —

Figure 1
Experimental setup of the crystallization cell connected to a power supply
(galvanostat).

density was 2.86 pA cm™> and was kept constant during the
crystallization process. The electrodes used were platinum
wires (0.2 mm diameter) and graphite rods (0.5 mm diameter).
All experiments were carried out at constant temperature (291
+ 0.1 K), but it is worth mentioning that the temperature
inside the capillary tube may be slightly different owing to the
heat released by the applied current and ionic movement. A
100 mg mI™" solution of lysozyme (Sigma L-6876) was
prepared in 100 mM sodium acetate buffer pH 4.6 and
20%(w/v) NaCl in water (as the crystallizing agent). For
thaumatin (Sigma T-7638), a 100 mg ml~! solution in water
and 25%(w/v) sodium potassium tartrate in 100 mM buffer
phosphate pH 7.0 was used as the crystallization agent.

The electrodes were introduced through two orifices in the
crystallization cell. The capillary tube was first filled with
protein solution and one electrode was placed inside, allowing
the tip to protrude out of the capillary tube for connection to
the power source. The upper part of the tube (where the
electrode protrudes) was sealed with wax. The open-ended
part of the capillary tube was punctured into the gel in the
lower part of the crystallization cell; the other electrode was
then introduced and the capillary tube sealed with the same
sealant. In all the experiments carried out with the gel-
acupuncture method, we kept the same penetration length of
5 mm. Once the crystallization agent was poured onto the gel,
the system was connected to a direct-current power supply
(galvanostat). For each experiment there was a corresponding
control experiment in which the electrodes were dipped into
the protein solution and the gel, but no current was applied.
The protein solutions were in contact with the anode in most
of the experiments used to test the influence of the internal
electric field. By changing the polarity of the galvanostat, the
effect of the cathode immersed into the protein solution was
also examined. Initially, capillary tubes of 1.0 mm diameter
were used. However, in the preliminary experiments some
bubbles were formed owing to electrolysis of water. These
bubbles block protein diffusion towards the electrode, inter-
rupting the electric current. To overcome this problem, wider
capillary tubes of 1.5 mm internal diameter were used. The
effect of the electric field on the crystallization process was
followed by taking optical images using a Zeiss Stemi SV11
stereoscopic microscope with a CCD camera adapted to our
experimental setup. The program AxioVision provided by
Zeiss Co. was used to record the digital images.

Once crystals were obtained on the electrode, at least four
of them were removed, mounted in a clean capillary and X-ray
data collection was performed at 291 K using a Rigaku
R-AXIS Ilc diffractometer with a rotating-anode generator
(operated at 50 kV, 100 mA). Diffraction data were integrated
using the DENZO program (Otwinowski & Minor, 1997) and
scaled with programs from the CCP4 suite (Collaborative
Computational Project, Number 4, 1994). The three-
dimensional structure was obtained using the molecular-
replacement method and data from the PDB for thaumatin
(PDB code 1thw) where needed. Molecular-replacement and
rigid-body refinement was accomplished using CNS v.1.0
(Briinger et al., 1998), while model-building and correction
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procedures were performed using the program QUANTA2000
(Molecular Simulations Inc., Burlington, MA, USA).
PROCHECK (Laskowski et al., 1993) was used for analysing
the stereochemistry of the model.

3. Results and discussion
3.1. Observations of the general crystal-growth behavior

The crystallization conditions used were those typically
used for lysozyme and thaumatin crystallization in the gel-
acupuncture method (Garcia-Ruiz et al., 1993; Garcia-Ruiz &
Moreno, 1994). For lysozyme, a precipitate appeared within a
few minutes in the lower part of the capillary tube when the
electrodes were connected to the galvanostat. This behavior is
usually observed using the typical gel-acupuncture method;
nevertheless, when the electrical current was applied the
precipitate and the crystals were obtained in a shorter time.
The precipitate increased in height up to the electrode tip,
covering the lower area of the electrode. On the other hand,
when the electrodes were very close to one another, the
precipitate moved along the electrode towards its upper part.
Crystals were obtained in less than 24 h, keeping a homo-
genous morphology of the tetragonal system of lysozyme
around the electrodes (Pt and graphite) compared with the
control. In the case of thaumatin, this initial precipitate was
not observed. The most remarkable result was the following:
crystals of thaumatin are usually obtained in approximately
12 d using the common gel-acupuncture setup, whereas with
the influence of electric current crystals were obtained in 5 d.
It is worth mentioning that these crystals of thaumatin were
larger than those observed for the control and the apparent
mosaicity was not very different, as will be shown in §3.3.

These effects on the crystal-growth behavior led us to
establish that the influence of the fields could effect (i) the
kinetics of the process (related to the nucleation and the
mechanisms of crystal growth) and (ii) changes in the three-
dimensional crystal structure. Concerning the first point, we
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Figure 2

Plot of the average growth rate for two crystals of lysozyme: (a) control,
(b) crystal grown under the influence of an electric field.

evaluated the growth rate versus time for one of the studied
proteins. Fig. 2 shows the average growth rate of lysozyme
crystals grown under the influence of an electric current
compared with the control. The plot shows that the crystals
grown under the influence of a direct current grew faster than
those grown using the classical experimental setup without
current.

In relation to the preferential orientation of the crystals, we
observed that for all crystals attached to the electrode there
seem to be preferential faces that used the electrode as a
substrate in the presence of the electric field. These faces were
mostly oriented towards the ¢ axis of the tetragonal crystal of
lysozyme. It is very important to mention that in all cases
crystals appeared on the anode. When the polarity of the
electrodes was changed (with the working electrode now
behaving as a cathode), we did not observe the same crystal-
growth behavior. We only obtained aggregates deposited on
the surface of the electrode and most of the time amorphous
precipitation was observed during the crystallization experi-
ment. Because of these results, other variables, such as the
material of the electrode, the strength of the electric field or
the charge density over the electrode, needed to be evaluated.

In order to understand the nucleation behavior of the
protein molecule inside the capillary tube with a dipped
electrode (anode), the existence of an electric double layer
formed along the electrode must be considered. It is well
known that when an electrode is dipped into an electrolyte
solution, an electric double layer is formed around the metal
owing to the asymmetric forces felt by the electrolytes.

This double layer is composed of an initial plane of water
molecules with their dipoles oriented with respect to the
electrode charge. There is also a second plane in which
hydrated ions of opposite charge arrange around it (Bard &
Faulkner, 2001). The anomalous behavior of the attachment of
lysozyme (positively charged at the pH value of the buffer) to
the anode (a positively charged electrode dipped in the
capillary tube containing the protein solution) may arise from
the interaction of lysozyme with the ions present in the electric
double layer around the electrode. In Fig. 1, a reversal of the
polarity of the electrodes, in which the electrode in the
capillary tube is working as the cathode, is represented. This
experimental setup produces a migration of the negatively
charged ions towards the anode (immersed in the gel).
Therefore, the capillary tube will be mainly filled with the
positively charged ions (Na*) as well as the protein molecule
itself (positively charged at this pH value). This effect leads to
a disturbance of the system owing to the fact that negatively
charged ions (Cl17) are needed for the protein-protein inter-
actions in lysozyme crystallization (Vaney et al, 2001). This
overview explains why the crystals grew on the surface of and
around the electrode when it was used as an anode. This
electrochemistry-based method of crystallizing proteins is not
an electrocrystallization because there is no redox reaction
occurring between the protein and the electrode, but there is
an electro-focusing or electro-dialysis arising from the applied
current. Something similar to this occurs in the classical
electrophoresis method.
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The crystals of lysozyme grew on the surface and around the
anode (dipped in the capillary tube containing protein solu-
tion) instead of appearing on the cathode part. The same
crystal-growth behavior was observed when thaumatin was
crystallized. However, in this case the crystallization condi-
tions were different (precipitating agent, pH of buffer solu-
tion), although the crystal-growth trend was the same as that
observed for lysozyme. It is worth mentioning that thaumatin
and lysozyme were prepared in different buffer solutions (pH
7 and pH 4.5, respectively). However, both proteins were
positively charged in solution owing to the similar values of
their isoelectric points (11.4 for lysozyme and 12 for thau-
matin).

3.2. The influence of the distance and materials of the
electrodes and the pH variation during the crystallization
process

In order to attempt to explain the attachment of crystals to
the positively charged electrode, the effect of the use of two
different materials, platinum and graphite, as electrodes was
examined. In order to perform this, the anode was dipped into
the lysozyme solution and the cathode was immersed in the gel
part. By using the graphite electrode, several crystals were
obtained in the solution and a very few small well shaped
protein crystals were observed adsorbed on the electrode. On
the other hand, for the Pt-wire electrode the crystals were of a
larger size and showed regular tetragonal morphology. Some
of them were adsorbed and some were located around the
electrode after 24 h (Fig. 3). Additionally, the pH variation in
our experimental setup was examined using acid-base indi-
cators. In addition to water electrolysis, it was also necessary to
confirm that the pH value did not change around the elec-
trode. We observed neither considerable variations of the pH
value nor water electrolysis when low values of direct current
were applied.

After finding the most appropriate electrode, platinum wire,
the influence of the strength of the electric field was studied by
changing the distances between the electrodes. For a constant
electric current (using this experimental setup), it was estab-
lished that the more we separated the electrodes, the weaker
the electric field. When the distance between the electrodes
was changed, it was observed that the more they were sepa-
rated, the more typical were both the morphology of the

(a)

Figure 3

Table 1
X-ray data statistics for the thaumatin crystals.
Control Electhaul Electhau2
Data collection
Space group : P4,2,2 P4,2,2 P4,2,2
Unit-cell parameters (A)
a 58.664 58.647 58.633
b 58.664 58.647 58.6337
¢ ; 151.391 151.390 151.427
Resolution range (A) 15.0-2.0 15.0-2.0 15.0-2.0
No. of reflections 135685 134546 105150
No. of unique reflections 18694 19702 19204
Ha(l) 9.0 3.6 78
Completeness 99.2 98.8 96.5
Rinerge (%) 0.053 0.112 0.059
Structure refinement
RIR e 0.177/0.205 0.192/0.224 0.173/0.187
Average B factor 234 24.2 226
R.m.s devigtions
Bonds (A) 0.005 0.005 0.005
Angles (°) 13 1.3 13
Torsions (7) 253 252 254
No. of non-H atoms
Protein 1545 1546 1548
Ligand 10 10 10
Water 93 97 98

obtained lysozyme crystals compared with the control
experiment and the induction time for the nucleation. When
the distance between the electrodes was reduced, lysozyme
crystals were obtained in a shorter time. The same effect of the
distance between electrodes was observed for thaumatin: the
larger the distances, the smaller the difference from the
control experiment.

3.3. The analysis of the crystal quality and three-dimensional
structure of thaumatin by means of X-ray diffraction methods

In order to obtain some idea of the changes in the three-
dimensional structure when a direct current was applied, one
of the model proteins where better X-ray data were found
in our experimental X-ray measurements was chosen. A
comparison was made between thaumatin crystals grown with
and without the electric field. X-ray diffraction methods were
used to analyze and compare the thaumatin crystal symmetry.
All analyzed crystals showed the same tetragonal morphology
and belonged to space group P4,2,2. The X-ray data statistics
are shown in Table 1. From this table, the statistics for the

(c)

Lysozyme crystals grew attached to the electrode (Pt and graphite), while many others were obtained in the solution: (a) control, (b) when graphite

anode was used, (c) a general view when a Pt anode was used.
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crystals named electhaul and electhau2 correspond to two
crystals grown inside the capillary tube where the electrodes
were separated by 2 cm. The crystals seemed to be packed in
the same way independently of the applied electric current. It
was also necessary to evaluate the crystal quality by using a
plot of I/o(I) (intensity/estimated error) versus R (resolution)
for each protein in order to compare them with the control.
Fig. 4 shows this result for thaumatin crystals grown under the
influence of an internal electric field. The other crystal was
grown with dipped electrodes but without applying current
(control). This plot of I/o(I) showed that the crystal grown in
the electric field is significantly more disordered than that in
the control. The increased lattice disorder associated with
rapid crystal growth led to the two plots in Fig. 4. As is
observed in this plot, the crystal quality (in terms of the
randomness in the crystal) was slightly modified owing to the
influence of the electric current. However, when the apparent
mosaicity for both cases was analyzed, there was no significant
difference, i.e. 0.20 for the control thaumatin crystal and 0.24
for the crystal of thaumatin grown in the electric field. This
increased lattice disorder associated with rapid crystal growth
represents an apparent disadvantage in terms of structural
packing when a current is applied. Nevertheless, we have to
consider that if there are no changes in the three-dimensional
structure, the advantage of this method will be the shorter
induction time for the nucleation phenomena and the crystal-
growth stage.

In order to characterize any structural changes that occur
when applying the direct current during the crystallization
process of thaumatin and lysozyme, it was necessary to solve
the three-dimensional structure of those protein crystals by
the molecular-replacement method. From the X-ray data
collection, we obtained higher quality data sets for thaumatin
crystals, so that we decided to focus our structural analyses on
this model protein in order to analyze the three-dimensional
protein structure.

We compared the structure of two protein crystals of
thaumatin, one grown under the influence of an electric
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Figure 4

Plot of I/o(I) versus R for testing the crystal packing of thaumatin grown
with and without the influence of the internal electric field.

current and the other without any electric influence. No
structural differences in the polypeptide chain were observed.
Comparison of the Ramachandran plots of a crystal grown
under the influence of an electric field, a control crystal and
data taken from the PDB (PDB code 1thw) was performed.
From these plots, there was only one missing residue in the
three cases, which was located in the forbidden area of the
Ramachandran plot. This electron density was observed after
solving and refining the three-dimensional structure for all the
analyzed protein crystals (control crystal and crystals grown
under the electric influence). This electron density corre-
sponded to Asp25, which was observed in all cases to be inside
the electron-density map of the polypeptide chain without any
anomalous electron-density distribution along the chain. This
aspartate residue was located in the loop insertion between
B-strands B and C as reported by Ko et al. (1994). This
deviation of the main-chain-main-chain dihedrals might be
indicative of the functionally important regions of a protein
(Asp25), as pointed out by Unger & Moult (1993).

Based on our results, we suggest that one of the main
advantages of this method of crystal growth is the shorter time
required to obtain crystals compared with the typical experi-
mental setup of the gel-acupuncture method. On the other
hand, the three-dimensional structure is not affected by the
current applied during the crystal-growth process, as was
shown by the X-ray crystallographic analyses. Because the
applied current is small, the effect is not enough to change the
space group of the crystal, although it did lead to more
randomness in it, slightly modifying the protein crystal quality.
The most remarkable observation compared with the lyso-
zyme and thaumatin controls was the shorter time required for
the nucleation and crystal-growth stages. In order to investi-
gate any biochemical changes in the protein structure when
the electric field was applied, we collected several crystals
grown under the influence of an internal electric field and
compared them with the control experiments using the gel-
electrophoresis method. The electrophoresis gel showed the
same bands as for the controls. For the crystals (lysozyme and
thaumatin) obtained under the influence of an internal electric
field, there was no substantial difference between the crystals
dissolved in solution. Therefore, the crystal-packing quality is
only different in the solid state when the current is applied and
when the nuclei are formed, but the crystal maintains its
structure and symmetry (as seen from the X-ray data).

4. Conclusions

This work was a preliminary approach focused on the
description of the ad hoc modified Granada crystallization cell
using the gel-acupuncture setup to investigate the influence of
an internal electric field during the crystallization process.
Very interesting results concerning the induction time for the
nucleation were observed as a result of the presence of this
internal electric current along the capillary tube. This infor-
mation will not only reopen a new area of research on the
internal influences of the electric field on protein crystal-
lization, but it will also provide new insights into the solubility
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behavior of proteins, with relevance to understanding the
nucleation and the crystallization process, and controlling the
size of the crystals. As was shown in the X-ray diffraction
experiments, the same space groups were obtained for lyso-
zyme and thaumatin crystals after applying the internal elec-
tric field, without affecting the three-dimensional structure,
even though the solubility was modified in some way (as
observed by the lower number of crystals obtained). Further
studies will be focused on explaining whether the decrease in
the induction time for nucleation arising from the internal
electric field can only be observed in these proteins or whether
it is a common effect for all proteins. From the three-dimen-
sional structure data of these analyzed crystals, it can be said
that the structure of the protein is not modified but that it is
possible to control either the induction time for the nucleation
or the direction of the crystallization on the surfaces of the
electrodes depending of their polarity.
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Abstract. The structural knowledge of some biological macromole-
cules helps to understand their mechanisms of working and their role
on health sciences, food science and even their effect on the econo-
my. In this work, some recent solutions to crystallogenesis for struc-
tural analysis (convective transport, counter-diffusion, the challenge
of membrane protein crystallization, and high throughput techniques)
are described. Finally, investigations on microgravity, crystal growth
under magnetic and electric fields, as well as crystal growth in
mesophases (lipid membranes) and microfluidics are carefully
revised.

Keywords: protein crystallization, transport phenomena, crystal
growth methods, proteins.
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Resumen. El conocimiento estructural de muchas biomoléculas
ayuda a entender sus mecanismos de accion, efectos sobre la salud, la
alimentacion e inclusive en la economia. En este trabajo se revisan
algunas soluciones a problemas de la cristalogénesis biologica, para
estudios estructurales (conveccion, la contra-difusion, la cristaliza-
cion en masa y recientemente el reto de cristalizar proteinas de
membrana). Finalmente, se revisan en detalle los trabajos hechos en
microgravedad, cristalizacion bajo campos magnéticos o eléctricos,
contra-difusion, sistemas de bicapas lipidicas y sistemas de micro-
fluidos.

Palabras clave: cristalizacion de proteinas, fenémenos de transporte,
métodos de crecimiento cristalino, proteinas.

Introduction

The progress in molecular biology during the last twenty-five
years has been deeply dependent on the structural knowledge
at atomic resolution of biological macromolecules. Many
efforts have been done around the world to stimulate the struc-
tural study of proteins and of the different conformations they
adopt in nature. The final aim is to understand the diversity of
protein structural families, their folding and the relation that
exists between structure and function. Up to date, the redun-
dancy in the motives and structural elements found in nature
suggests that the number of different conformations is finite
and manageable. Once most of them will be known, it will be
possible to predict the function of new unknown protein
domains.

Structural biology has also influenced notoriously the
field of protein- engineering. While recombinant DNA tech-
niques are the synthetic tools, structure determination conform
the analytical tool. This leads the introduction of changes in an
intelligent and intentional way in opposition to random modi-
fier techniques. The advances in genomics have allowed the
expression of proteins in alive systems, study their activities
and based on their structure modify them genetically for any
practical purpose, like increasing their stability or affinity for a
substrate, inhibitor, etc. All this will revolutionize human life
in different aspects: economics, health, nutrition.

Beyond the impact of structural biology in biochemistry
and biology, the three-dimensional structures of macromole-
cules have demonstrated to be a formidable value in biotech-
nology. Structural biology has promoted the pharmacology
field, through the rational drug design based on the structure
of target macromolecules. This will make a great impact on

such diverse problems like curing human diseases, solving
veterinary problems or attacking crop affections [1].

The advances in genomics, as well as in proteomics, have
produced thousands of new proteins for their study in structur-
al biology and drug design projects. The complete sequencing
of vertebrate and invertebrate genomes [2] have sped up the
international efforts for developing high throughput methods
and technologies that allow the fast three-dimension protein
structure determination [3]. Since the number of new proteins
will continue to increase, as well as the number of scientist
that studies them, the necessity for new efficient and effective
methods for structure determination comes up [4]. Up to date
and in the near future, X-ray diffraction of unique macromole-
cule crystals is the only technique that can provide structural
data at atomic resolution for the purposes mentioned. Other
techniques that generate structural and molecular dynamic
data do exist but they are not used for the purposes expressed
previously [1].

Some public and private projects emerge under the name
of Structural Genomics. These efforts need fast and efficient
methods and techniques for three-dimensional structure eluci-
dation. They are focused on high-throughput crystal growth
for X-ray diffraction, pondering new strategies for reducing
the amount of raw materials used, accelerating the work and
increasing the success-rates. These efforts are multidiscipli-
nary and they interrelate between biochemists, biophysicists,
microbiologists with molecular biologists, as well as physi-
cists and engineers for developing new strategies and equip-
ment. Here, some of the problems that they fence and their
plans for solving them will be reviewed

For X-ray crystallography to be applied crystals of ade-
quate size and quality must be required for precise data collec-
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tion, since the fidelity of the final structure depends directly
on the perfection, size and physical properties of the crystals.
This converts the crystals in the key of the whole process and
its production in the bottleneck. The problem of growing ade-
quate crystals involves diverse aspects and in this article some
of them will be commented, in addition to some novel and
ingenious approaches to solve them.

One of the inconveniences for obtaining quality crystals is
due to the natural convection that exists in every experiment
performed under normal earth gravity. In addition, the problems
involved in membrane protein crystallization, so important in
the well-functioning of all living organisms and so difficult to
crystallized, will be commented. Their amphipathic nature
allows them to meditate the passage of metabolites, to sense the
presence or absence of nutrients, to transfer signals into and out
of the cell and to produce the energy essential for life. This
characteristic is at the same time the reason that makes their
crystallization so difficult to us, because of our misunder-
standing of many of their physicochemical properties.

Transport Phenomena and Crystallization

Transport processes, and in particular mass transport, are very
important for crystal growth from aqueous solutions [5-7]. As
a matter of fact, mass and heat transport processes are critical
for the final quality and characteristics of the crystals [8].
Many crystallogenesis techniques have been explicitly devel-
oped for controlling the relative contributions of convective
and diffusive transport in crystal growth [9]. During the active
incorporation of ions or molecules to the three-dimensional
lattice, density differences are generated in the proximal area
of the developing faces leading to a convective flux in the sur-
roundings of the crystal [10-12]. Convective transport of mol-
ecules competes with pure diffusive transport and the interac-
tion between them will determine the way and the kinetics of
nutrients presentation to the growing crystal.

Transport phenomena not only do affect nutrients of the
crystals but also the rate of adsorption and incorporation of
impurities, which affects the size, morphology development
and perfection of the crystal [13]. On the other hand, convec-
tive transport only occurs in the presence of earth gravity.
Only then heavier fluids can go down and lighter fluids will
go up, letting convective currents to emerge in the bulk of the
solution. Other types of convection do exist, as the convection
due to surface tension [14] but they are not significant for the
crystallization process from solutions.

Crystallization in Microgravity Environments

Many years of experimentation with diverse crystals have
confirmed the notion that minimizing the convective mass
transport better quality crystals can be obtained, with
improved mechanical and optical properties, reduced defects
density and larger sizes.

Nurit Mirkin and Abel Moreno

How is it possible to suppress the natural convection in
crystallogenesis? Nowadays, different approaches arise for
deleting or at least reducing it. One of them is the crystalliza-
tion of macromolecules in space, where in the absence of
gravity the convection disappears. In the last decade, a new
approach that involves the use of magnetic fields has material-
ized. Magnetic forces opposed to gravity can reduce natural
convection inside solutions [15-16]. Also, the methods for
crystallizing macromolecules in gels are good and well-
accepted alternatives for eliminating natural convection [17].

It’s natural to think that at zero gravity, or at a reduced
one, crystals with superior properties can be grown [13]. How
can that happen? Observations and experimental data support
the hypothesis that convective fluxes introduce statistical dis-
order, defects and dislocations in the growing crystal surfaces
[18-20]. Convective transport tends to be variable and ran-
dom, producing variations of the supersaturation levels in the
environment of the developing faces, exposing them perma-
nently to high levels of nutrients, similar to those of the bulk.
On the contrary, under microgravity the convection is sup-
pressed and the concentration of nutrients in the interface of
the crystal is reduced (figure 1). The mass transport is purely
diffusive, which for proteins is very slow, and a region of
depletion of nutrients is established around the nucleus.
Thanks to the absence of gravity, this zone is quasi-stable. On
the right part of figure la, nutrient molecules are shown dif-
fusing very slowly because of their size, lengthening the
effect. On the left, impurity molecules diffuse more slowly
than monomers do. As a consequence, the depletion zone acts
as a “diffusive filter” avoiding the incorporation of impurities
to the growing crystal. Apparently, this is the principal mecha-
nism for the improvement in crystal quality under microgravi-
ty. This hypothesis is not only supported by the experimental
data but also with a mathematical model that explains the
mass transport process involved [21]. Figure 1b shows that up
to 40% reduction of nutrient molecules near the nucleus can
be achieved in the absence of gravity, related to the bulk con-
centration.

The problem of suppression of the convection was the
inspiration of many scientists who devoted their work to
develop new techniques and devices. The first serious experi-
ment of crystallizing macromolecules under microgravity was
made by a German team under the direction of Professor
Walter Littke in 1978. In that occasion, lysozyme and (3-galac-
tosidase were crystallized successfully by the liquid-liquid dif-
fusion method within a series of reactors [22-25].

The progression made in this crystal growth area was
hard and slowly owing to little documentation of the experi-
ments performed in microgravity, during the 70s and 80s.
Moreover, many results were unavailable to the research com-
munity because they belong to private companies or because
of the little communication between oriental and occidental
scientists [13]. It was until 1989 that the first formal scientific
paper was published in Science, in which X-ray diffraction
analysis from many crystals grown in microgravity were
reported. They presented higher 1/ o(I) rates through the
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Deplstion zone around
a growing crystal
in microgravity
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Fig. 1. a) Scheme explaining the hypothesis underlying the improve-
ment of macromolecular crystal growth in space. b) Two mathemati-
cal models for concentration gradients formed around a growing crys-
tal in microgravity by Rosenberger and colleagues [21] (Reprinted
from [13] with permission from Elsevier).

whole range of resolution, and higher R values [26]. The arti-
cle stated a tangible proof that crystals formed under micro-
gravity environments generate more data of higher quality so
as to obtain more precise structures.

How are the experiments in microgravity performed?

Nowadays many devices do exist based primarily on two tech-
niques: vapor diffusion and liquid-liquid diffusion [27], even
though the thermal-induced batch technique has also been
successful in growing some large crystals that gave very high
resolution [28]. The experiments are performed by govern-
mental space agencies or private consortia, such as Payload
Systems (USA), Intospace (European consortium, recently
dissolved) and Bioserved (a centre for the commercial devel-
opment sponsor by NASA). Each consortium has developed
its own devices for its experiments [27]. Among the vapor dif-

fusion devices, VDA (vapor diffusion apparatus), designed
and built by Dr. C. Bugg and collaborators from Alabama
University at Birmingham, USA [29-30] is the most used
device, with more than 25 missions. Nevertheless originally it
was a very simple one; it was possible to crystallize many
diverse proteins, like lysozyme, canavaline, bovine serum
albumin, among others. Presently, newer and more complex
versions exist, which offer major advantages and possibilities
for experimentation.

As mentioned above, the experiments made in space do
not course in the same manner as the ones performed on earth.
For example, for vapor diffusion experiments made under
both environments, the equilibrium kinetic is different, and
this difference is more notorious for those liquid-liquid diffu-
sion experiments. In spite of this, the superiority of the crys-
tals grown in space respect those grown under earth gravity, is
established by comparison, following 4 well set up criteria.
First, a Visual Exam is fulfilled (this is a subjective analysis:
observation of the crystal at the microscope). Then, the sizes
and the distribution of those values in the experiment are ana-
lyzed. Morphology is another criterion to evaluate, as many
protein crystals grow with different crystalline habits, depend-
ing if the process was on earth or in space [26]. Finally, the
properties of the X-ray diffraction pattern generated by a crys-
tal must be considered (the internal order of a crystal rely on
the kinetics of growth).

Following the mentioned criteria, a number of advan-
tages found for the microgravity crystals can be summed up
[26,31-32].

» Visual superiority.

* Larger crystals, many orders of magnitude higher than the

biggest crystal grown on earth [13].

Higher resolutions achieved in x-ray diffraction patterns.

Better signals I/o(I) (Wilson Plot). In the whole range of R,

higher values of I/o(I) for microgravity crystals were found.

However, the physical properties responsible for this obser-

vation is yet unknown. Apparently, the reason is a lower

defect density.

» Sharper x-ray diffraction intensity peaks, showing quantita-
tively the better internal order and perfection of space pro-
tein crystals.

 Not only proteins can be crystallize in the absence of gravi-
ty, but also other macromolecules, difficult to crystallize on
earth, like viruses (Satellite Tobacco Mosaic Virus), DNA,
pharmaceutical targets (reverse transcriptase of HIV) or
membrane proteins (bacteriorhodopsin).

* Under microgravity, the sedimentation effect disappears.
In space, the crystals keep their defined and stable posi-
tions over long periods of time. This is a favourable envi-
ronment for multiple crystal growth, minimizing the
superposition of diffusive fields and assuring a more or
less uniform access of nutrients to all of the faces [33].
Besides, the incorporation of microcrystals or three-
dimensional nucleus by sedimentation over the growing
faces is avoided.
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Thanks to the reasons previously expressed and the
advantages numbered, the crystallization of macromolecules
in microgravity is very convenient, particularly for those
macromolecules hard to crystallize on earth, or in case of
knowing the optimal crystallizing conditions it’s possible to
study some aspects of its growth process. On the other hand,
among its disadvantages we have to mention the cost, it is an
expensive method and requires much time since the missions
are not daily and they last many days, specially when consecu-
tive experiments are desired.

Crystallization using magnetic fields

It is possible to reduce natural convection on earth with the
help of magnetic fields. Counting if they are homogenous or
inhomogeneous, they act upon a sample in different ways.
Inhomogeneous magnetic fields are responsible for reducing
the effective gravity that a solution feels through the action of
a magnetization force [16]. If a magnetic field gradient is
applied vertically, a magnetization force will be generated.
When this force opposes to gravitational force, a reduction of
vertical acceleration (effective gravity) is obtained. Hence, a
decrease in natural convection is accomplished.

With a mathematical model of a crystallization system
under a magnetic field, the concentrations of macromolecules
in the surroundings of a growing crystal were estimated (fig-
ure 2), verifying that a magnetic gradient of -685 T%/m reduces
50% the convection, while a magnetic gradient of -1370 T*m
practically eliminates it, producing a similar background to
that of microgravity [34]. Experimentally, high-quality high-
resolution crystals were obtained, in agreement with the math-
ematical model [35]. Moreover, Wakayama and colleagues
found that in the presence of a magnetizing force opposite to
g, fewer lysozyme crystals were obtained than in absence of
magnetic force [16].

When a homogeneous magnetic field is applied, high
quality crystals are also observed [36], even though the mech-
anism involved is different. An increase of viscosity near the
growing crystal was observed when a magnetic field of 10 T
was applied [37-38]. The increase in viscosity means a reduc-
tion of natural convection inside the solution. Furthermore, an
orientation effect was observed upon the crystals formed
under high magnetic fields [15-16].

More recently, in another study, the diminution of the
diffusion coefficient of lysozyme inside a crystallization
solution under a homogeneous magnetic field of 6 and 10 T
was evaluated [39]. All these observations are interrelated
and are the consequence of the orientation effect by the mag-
netic field at a microscopic level. In a supersaturated solu-
tion, proteinaceous nuclei are suspended in the solution bulk
and sediment upon reaching the adequate size, which
depends on the magnitude of magnetic field applied. These
nuclei act as blocks avoiding the free diffusion of monomers,
turning the solution more viscous and as a result with less
convection [39].
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Fig. 2. Isoconcentration lines (O) for the crystal growing at the centre
of the bottom under (a) microgravity, (b) normal gravity, (c) a mag-
netic field gradient, p*H (dH/dz) = -685 T%m and (d) po?H (dH/dz)
=-1370 T*m. Reprinted from [34], with permission from Elsevier.

The research area of crystal growth under magnetic fields
is relatively new and needs more study. A lot of things still
remain to be understood about the effects of magnetic fields
(homogeneous and inhomogeneous) over macromolecular
solutions. Evidently, an external strong magnetic field induces
a magnetizing force, increases the viscosity of the protein
solution, orients the growing crystals and affects the growing
process in a complex manner. All these phenomena seem to
favor the resulting crystal quality, although a more complete
investigation is needed to understand the mechanism [38].

Crystallization with counter-diffusion methods

Another way to reduce the natural convection under earth
gravity is to incorporate gelled media inside the solutions. In
1968, Zeppezauer and coworkers described the use of micro-
dialysis cells, made of capillary tubes sealed with gel stoppers
(polyacrylamide), to reduce the convection from crystalliza-
tion solutions so as to obtain better crystals [40]. Then, in
1972, Salemne also intended to crystallize proteins inside a
glass capillary tube. He put into contact a protein solution with
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a precipitant agent and let the system reach the equilibrium by
counter-diffusion [22]. Some years later, ribosomal subunits
were crystallized successfully with the same set-up [41].

After many years of investigation, Dr. Garcia Ruiz J.M
proposed the use of gelled media for crystallizing macromole-
cules by counter-diffusion. This technique puts together the
principle that reduces the convection and the advantage of
having a wide range of conditions in a single experiment [42].
All these progress allowed Dr. J.M. Garcia-Ruiz and col-
leagues in 1983 the development of a new technique called gel
acupuncture [43-44]. This novel technique consists in the per-
meation of the precipitating agent solution through the gel and
the penetration by capillary force into the capillary tube, filled
with a protein solution, allowing the crystallization [44]. This
technique is well known today, and different types of gels,
capillary tubes, additives and precipitating agents have been
evaluated for their use [44-45]. A difference with other meth-
ods is that inside de capillary tube there is not an only one
supersaturation level, thus precipitation zones will be found in
regions of very high supersaturation, nucleation will happen at
high supersaturation levels and the growth of those nuclei will
be found in regions of lower supersaturation levels. This raises
the probabilities of finding the right conditions for crystalliza-
tion [46]. Other advantages are the possibility of crystallizing
proteins inside capillary tubes ready for direct x-ray diffrac-
tion data collection, keeping from the usual physical manipu-
lation of the crystals, reducing the risks of breaks at the
moment of mounting them or transporting to the synchrotron
[47], or the use of cryoprotectors and/or heavy metals inside
the crystallization solutions [48].

Through the gel acupuncture method it was possible to
crystallize diverse proteins of different molecular weight and
wide range of isoelectric point, viruses and protein-DNA com-
plexes [49]. In addition, thanks to the advances in structural
genomics, a new device was developed for executing multiple
and independent experiments, which is proper for effective
screening of crystallization conditions of biological macro-
molecules [47]. It combines the benefits of multiple conditions
in one capillary, increasing the chances of finding the optimal
ones, with the possibility of direct x-ray diffraction analysis
from the device. All this converts the device into the first
totally canalized system since the initial steps to data collec-
tion for structural analysis [47].

One modification of this technique is the protein crystal-
lization by the gel acupuncture under the presence of an inter-
nal electric field [50]. The study of the effect of electric fields
over crystallization solutions has not been explored till a few
years ago. Recent studies performed by Dr. Aubry and co-
workers, with electric fields externals to the crystallization
solution, showed that it is possible to reduce lysozyme nucle-
ation and increase the crystal growth rate [51]. Then, the same
group evaluated the crystal growth kinetics and found an
increase in the protein concentration near the drops that were
close to the cathode [52]. Nanev and Penkova [53] came up
with similar results when crystallizing lysozyme by the batch
method, in the presence of an external electric field. They

reported that lysozyme crystals grew with a definite orienta-
tion towards the cathode.

Biological macromolecule crystallization in the presence
of an internal electric field uses a similar set-up to that used by
the gel acupuncture method, except that an inert electrode (Pt)
is introduced inside the capillary tube, in contact with the pro-
tein solution, and another electrode is set collinear to it, in the
gel. Protein molecules are charged since the pH solution is far
from the protein’s isoelectric point. When a small direct and
constant current is imposed to the system, a potential differ-
ence is established between the electrodes, provoking an ori-
entation effect over the macro-ions (protein molecules).
Lysozyme and thaumatin crystals were found to be firmly
attached to the anode, during the crystallization process.

With the purpose of understanding what is going on when
the potential difference is established, is important to compre-
hend how the solution structures and the effects of the electric
field over it. The proposed hypothesis for the nucleation inside
the capillary tube, in contact with an anode, considers the
presence of an electric double layer in the surroundings of the
electrode. When an electrode is put into contact with an elec-
trolyte solution, the ions feel asymmetric forces and order
themselves forming an electric double layer. The first layer is
composed of water molecules with their dipoles oriented, and
the second layer is composed of counter-ions [54]. Positively
charged protein molecules need a negative ion for favorable
protein-protein interactions (for example CI'! for lysozyme
[55], tartrate for thaumatin). The potential difference estab-
lished in the cell allows the migration of anions of the precipi-
tating agent into the capillary tube, encouraging the interac-
tions with protein molecules in solution, at the first instance.
Then the counter-ions of the electric double layer will act as
support for positively charged protein molecules or nuclei, let-
ting the crystal growth over the anode. This behavior was not
found when a cathode is placed inside de capillary tube [50].

This technique is very new and was only evaluated with
model proteins, like lysozyme and thaumatin). However, it
seems very promising as crystals with similar quality than the
ones grown with gel acupuncture method were obtained, but
with shorter induction of nucleation times, without affecting
the three-dimensional growth rates [50, 56]. This is very inter-
esting from a biotechnology point of view, since the necessity
for shortening the crystalline production times is desired.

The reduction of the induction time in the crystallization
had also been observed by Moreno and Sazaki [57]. Lately,
these scientists have studied the effect of the electric field with
a different set-up, using the batch method and with parallel
electrodes. Although these variations, they noticed an induc-
tion time three times shorter in the presence of an internal
electric field, corroborating the results found with the gel
acupuncture method plus the internal electric field. Besides, in
the same work the benefit of the nucleation control is
remarked, since they obtained fewer lysozyme crystals with a
homogeneous size distribution.

The simultaneous effect of magnetic and electric fields is
a new research field. Depending on the configuration of the
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system, great advantages can be acquired, such as the homo-
geneity in crystal size, thanks to an apparent suppression of
secondary nucleation events that permits the continuous
growth of previously formed nuclei [58]. Also, an orientation
effect is commented when the magnetic field is parallel to
the electrodes, the same effect as described in previous
works [39, 59].

Membrane Protein Crystallization

[t's amazing how few membrane proteins have been crystal-
lized and their structures have been reported, when minimally
one third of the genome codes for proteins with at least one
transmembrane domain. Up to the year 2004 least than 70
membrane integral proteins have been published [60].

Why do membrane proteins, in opposition to soluble pro-
teins, represent such a challenge to crystallize? The answer
can be found if we analyze the steps involved in crystal pro-
duction. The difficult for obtaining high quality crystals of
membrane proteins is related to our limited knowledge to
manipulate proteins that have hydrophobic/amphipathic sur-
faces, usually covered with lipids from the membrane of ori-
gin. Moreover, proteins aggregate without a defined order dur-
ing the aqueous transition from membranes to crystals, stop-
ping us from knowing their structures and activities [61-62].

The first membrane protein structure elucidated by x-ray
diffraction to atomic resolution was a photosynthetic reaction
center in 1985, by Drs. Michel, Diesenhofer and Huber [63].

Even though there has been a great advance since the 80s
thanks to the “in surfo” method, this has been slow and con-
tinuous, with a rate of one structure per year. The “in surfo”
method is based on the use of mixed micelles made of deter-
gent, designed to solubilized membrane proteins from native
membranes. Then, this aqueous dispersion is treated like a
solution of soluble proteins, whose crystallization can be
achieved by vapor diffusion or microdialysis techniques. This
method proved to be very useful in many cases, and several
revisions about it were written [64-65], so it will no be com-
mented in this work.

There are some situations where the “In Surfo” method is
not able to crystallize some proteins and other alternatives
have arisen. Six or eight years ago, two completely new meth-
ods have been developed; one based on bilayer micelles [66]
and the other on lipidic mesophases [67]. Recently a new
approach has emerged based on the use of lipids and detergents,
called “bicelle method”. Even though only bacteriorhodopsin
has been crystallized, giving crystals adequate for x-ray diffrac-
tion, the method is in its initial stage [68]. All these three meth-
ods mentioned are based on the formation of extended lipid
bilayers, composed of lipids, detergents and proteins.

Cubic phase method

This method is also known as “in cube” or under the more
general term “in meso”, since it involves the formation of a
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liquid crystal or mesophase, as a support for the crystalliza-
tion process. Very little is known about how and why the
method works [69-70], as well as how is the phase or the
microscopic structure that supply nutrients to the growing
faces of the crystals.

The proposed hypothesis explains how the protein is
reconstituted inside a cubic phase from the original membrane
and then how the protein molecules aggregate slowly in the
presence of precipitating agents and additives. Initially the
protein is embedded in an aqueous micellar solution, formed
by residues of the starting membrane and the solubilizing
detergent (usually an alkyl glucoside). The dispersion is mixed
with another lipid, in solid state, giving rise to the different
phases. For example, for monoolein, a frequently used lipid, a
stable cubic phase is formed by adding 40% w/v at 20° C [71].

With the first contact, water molecules will migrate from
the protein solution towards the new added lipid, which can be
hydrated to some extend, establishing a gradient of activity for
water molecules. Throughout this gradient different phases
will appear: at low hydration level a lamellar phase (liquid
crystal) will be formed and with higher hydration levels the
diverse cubic phases will appear (figure 3). Thanks to water
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Fig. 3. Temperature—composition phase diagram for the
monoolein/water system. (A) Equilibrium-phase diagram [118]. (B)
Metastable-phase diagram [119]. In B, points along the 20 _C
isotherm identified by capital letters are referred to in the text.
Reprinted from [73], with permission from Elsevier”.
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displacement, protein and detergent molecules will concen-
trate, favoring the formation of another lamellar phase [72]: a
continuous lipid bilayer will be formed where protein mole-
cules will be reconstituted, under equilibrium conditions.
Membrane protein and the detergent will be homogeneously
distributed all over the phase and the membrane protein will
recover some physicochemical properties of lipidic bilayer
molecules, such as lateral pressure and hydrophobic matching,
similar to those of native membranes. During the crystalliza-
tion steps, precipitating agents are added in proper amounts to
induce the formation of nuclei, which will get together in a
lipidic yard, where they will associate and eventually they will
organized into a three dimensional lattice. The process is
favored by the high ionic strength, masking the protein
charges so as to facilitate the contact between protein mole-
cules, their nucleation and crystal growth [73].

During mesophases formation, lipidic molecules self
assemble spontaneously in the aqueous media because of their
amphipathic nature. Depending on the hydration level of the
lipid molecule, different cubic phases will be formed; being
the less hydrated the liquid crystalline lamellar phase (La),
where plane lipidic bilayers can be seen (figure 3).

The conventional protocol designed by Drs. Landau and
Rosenbusch [67] suggests the mix of two parts of protein dis-
persion with three parts of lipids (usually monoolein). The
cubic phase is formed almost immediately. Then, salts or pre-
cipitating agents are added and after the incubation of the mix
at 20°C, crystals will appear in hours or weeks. The lipids eval-
uated for this technique are monoolein (C18:¢9), monopalmi-
tolein (C16:¢9) [67] and monovacenin (C18:¢7) [75].

This technique has been proved for soluble and mem-
brane proteins [67, 76] and it has been slightly modified for its
application in high throughput crystallization. Among the pro-
teins successfully crystallized we can find bacteriorhodopsin,
which diffracted at 1.55 A [77], and halorhodopsin [78].

For using this technique, some considerations must be put
in mind. The choice of the detergent is very important since it
will be present in the mix through all the crystallization
process. Non ionic detergents are preferred, like alkyl gluco-
sides [79]. Salts are responsible for the generation of the dri-
ving force of the nucleation and in meso crystal growth [80]
thru the dehydration of proteins and the induction of protein-
protein interactions. As a matter of fact, commercial screening
solutions are very useful for triggering nucleation and crystal
growth in the lipid mesophases method [81]. However, the
amount used must be evaluated previously, since it can par-
tially dissolve or alter the cubic phases [70, 74, 82-83].
Additives can also be incorporated to the crystallization mix,
but their effect must be analyzed.

With respect to the other two crystallization methods that
involves the use of lipid bilayers, they are in the initial stages
and very little is known about their mechanism of action. The
bicelle method is very new and has only been tested with bac-
teriorhodopsin [68]. Unlike the “in cubo” method, this new
approach proposes the reconstitution of proteins inside plane
micelles called “bicelle”. The solution is easy to prepare and

consist in mixing Chapso detergent with dimiristoil phos-
phatidylcholine (DMPC) in water. The crystallization is held
by vapor diffusion with sitting or hanging drops, in such a way
as the conventional technique, but starting from a micellar
solution instead of a protein one. The experiment can be kept at
room temperature or at 37 °C, according to the necessities.

The second method called “vesicle fusion”, has been suc-
cessful only with bacteriorhodopsin (bR) and is still in its ini-
tial trials [66]. It’s very simple and implicates the transference
of purple membrane, where bR is found, to spherical vesicles
upon the addition of a non ionic detergent (like alkyl gluco-
side), in presence of certain salt concentration and high tem-
perature (32 °C). Next, these vesicles are subject to crystalliza-
tion by vapor diffusion method at a lower temperature (10 °C)
and with some precipitating agents. One of the major advan-
tages of this novel method is that neither the protein needs to
be completely solubilized nor the lipids from the original
membrane are completely extracted. Many membrane proteins
suffer denaturation upon extracting 100% of their lipids.
Moreover, better crystals of bR are obtained when original
lipids remains attached to it [85]. The underlying mechanism
is similar to that proposed for the lipidic cubic phase’s
method. In both methods transient branched tubular structures
are observed that allow the stacking of membranes and the
establishing of protein interactions. The difference between
them resides in the orientation of the 2D membranal planes.
While in the lipidic cubic phase methods they pile with the
same orientation [86], in the vesicle fusion method the planes
are stacked in opposite directions.

High Throughput Crystallization

In the last years, genomic advances have encouraged high
throughput structural biology studies in such a way that it
received the name of Structural Genomics and many huge
public grants were given to academic laboratories and private
enterprises, like pharmaceutical industries, around the world.
The projects are diverse and cover from the study of the rela-
tion structure-function of proteins, passing through the mecha-
nisms involved in protein folding [87], to a more pragmatic
approach, the rational drug design based on the structure of
target molecules [88]. X-ray diffraction crystallography is crit-
ical in these studies, being the battle-horse in such initiatives.
In this way, the crystallogenesis of biological macromolecules
arise as vital step in the whole process, although it’s the more
complicate and less understood step in structural biology. In
this section some aspects involved in high throughput crystal
growth of biological macromolecules will be reviewed.

The growing of crystals of biological macromolecules in
large quantities takes in several steps: protein production in
large amounts (by heterologous expression or from its natural
source), purification, crystallization trials and their correspond-
ing inspections. Since many proteins are evaluated at the same
time it’s mandatory to have automated systems that accelerate
the work but at the same time they should be trustable since the
efficiency of each step affects the following one.
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Heterologous protein production is almost completely
automated for massive aims. It includes cloning, transforma-
tion and gene expression. These stages involved DNA mole-
cules and thanks to their high stability they could be automat-
ed easily [89-90]. Nevertheless, there isn’t yet a totally auto-
mated system for protein purification in large scale with appli-
cations in structural biology. Among proteins, they differ in
their expression levels, solubilities and physicochemical prop-
erties, so that most scientists prefer to adopt a combination of
manual techniques for obtaining pure proteins. Despite this,
many biotechnological companies have developed more inte-
gral solutions for large scale purification. For example, Syrrx
(San Diego, Ca., USA) uses a purification system developed
in the Genomics Institute of Novartis Research Foundation,
which combines the centrifugation and robotized sonication
with a system of column chromatography arranged in parallel,
able to purify 96-162 proteins per day [90]. Affinium
Pharmaceuticals (Toronto, Canada) has also developed an
integral purification system. Proteomax® covers all the steps,
since the cellular extract processing till the pure, concentrated
sample, ready for analysis. This equipment can clarify the
lysate, perform column chromatographies, desalt and concen-
trate samples, giving in the best cases a pure protein, ready for
structural studies. So many automated steps results in a very
useful purification equipment for large scale studies [88].

Structural biology laboratories have the capability to han-
dle more than 1000 different proteins in a month. In conse-
quence they required the maximum possible automation of
every stage, included crystallogenesis. This is not such a big
problem, particularly if considering the crystallization by
vapor diffusion or microbatch techniques. As a matter of fact,
diverse robots that can perform those functions mentioned do
exist in the market. Decode Biostructures produces ROBO-
HTC, composed of a robot that prepare all different conditions
(Matrix Maker) and another robot that dispense the drops.
Douglas Instruments is responsible of ORIX 6, which per-
forms vapor diffusion with sitting drops or microbatch essays.
This robot can bring about 240 cells per hour. Another very
used robot is Mosquito, from Molecular Dimensions.
Mosquito is built by TTP LabTech, of TTP Group p.l.c. one of
the most successful technology companies of the world. This
robot contains a set of precision micropipettes mounted on a
continuous band, which emits small volumes, from 50 nl to
1.2 pl. Moreover, the micropipettes are disposable, avoiding
cross contamination problems and long time exhaustive wash-
ing. The robot dispenses drops for microbatch or vapor diffu-
sion, hanging or sitting drops crystallization experiments. It
can be used with 96, 384 o 1536 well. Also, it comes with a
software system easy to use and that can be programmed.

Once the essays are set for incubation, a regular inspec-
tion is required so as to find the adequate conditions for
obtaining high quality crystals. This is the most arduous part
of the high throughput crystallization. For a certain protein
1000 experiments are needed, in average, for obtaining an
appropriate crystal for x-ray diffraction analysis [88]. Many
companies use human inspection, a very tedious and laborious
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step, so the idea of designing an automated inspection system
is very tempting. An ideal inspection system should have the
following characteristics:

1. Identification and elimination of clear drops, with 0% of
error (without risk of losing any crystal).

2. capture of kinetic data (of the growing process or precipita-
tion vs. time)

3. Ability to distinguish crystals from precipitates and to find
crystals inside precipitates most of the cases.

4. Determination of size and form of the crystal

5. Ability to improve points 3 and 4 based on an “internal
learning” (data bases).

Some promissory advances in the image technology area
are made by Decode BioStructures, which offers “Crystal
Monitor Workstation™. This equipment has a stereoscopic
microscope, digital camera, voice control, a database interface
and can be coupled to ROBOHTC (from the same company).
There also exists “Crystal Score” by Diversified Scientific,
which provides a microscope over a motorized plate. It comes
with a device that count and size the crystals. RoboDesign has
in the market two options, RoboMicroscope 11, that can local-
ize the drops, focus them, capture a color image and store
them automatically, while CPXO can classify the drops into
clear, precipitated, with crystals or other options.

Some of the advantages of automated image capture are
the high frequency with which images are registered, at pre-
cise times and the possibility of being evaluated with diverse
computer softwares, applying artificial intelligence. Although
the equipment doesn’t have human experience it can be
trained for developing its own database. Anyway, there is no
system that totally ignores human inspection. Crystals are very
difficult to obtain and meantime an automated system with 0%
of false negatives doesn’t exist, the human eye will be indis-
pensable [88].

Up to here it was mentioned in a general way the
advances and problems of high throughput structural biology.
However, most of the works are on soluble proteins.
Membrane proteins entail other kinds of problems, previously
mentioned (in the membrane crystallization section).

Which are the specific challenges of membrane proteins
structural biology? Diverse stages can be mentioned, like pro-
tein production, purification and crystallogenesis. Unlike solu-
ble proteins, where more than 90% of the new protein struc-
tures come from recombinant samples, membrane proteins
obtained from molecular biology techniques are less than 50%
(http://blanco.biomol.uci.edu/Membrane_Proteins_xtal.html).
This is in part because the strategies developed for overex-
pressing proteins are designed for soluble ones and they don’t
favor integral membrane proteins [89]. The synthesis of mem-
brane proteins makes use of the cell’s secretory system, cer-
tain directionality and the insertion of them inside the mem-
branes [90-91]. Besides, many cells are not equipped for
standing such a flux of new membrane proteins, saturating
their secretory pathways and generating inclusion bodies in
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the cytosol or toxic intermediates for them. So, the election of
the expression system is an important issue in the production
of membrane proteins.

Prokaryotic integral proteins can be expressed in prokary-
otic systems with hopeful results. To date, some examples
demonstrate that, like the structures of ionic channels [92] and
certain proteins from the outer membrane [93] among others.
On the contrary, eukaryotic membrane proteins over-
expressed in prokaryotic organisms have been harder to
achieved [94] since prokaryotic membranes have a different
lipidic composition and can be a hostile background for het-
erologous proteins. Besides, post-translational modifications
are necessary for the correct folding of eukaryotic proteins or
their insertion into membranes, but they are absent in prokary-
otic cells [95]. Despite this, some isolated successful examples
do exist, such as the case of an enzyme bound to mammal
membranes over-expressed in E. coli, when was crystallized
[96] and its structure solved [97], or the over-expression of a
eukaryotic receptor coupled to G-protein in Halobacterium
salinarum [98]. On the other hand yeasts are good over-
expression systems for eukaryotic proteins since they are easy
to handle and powerful genetics tools [99-100]. Mammal cells
are the best choice for preserving structural and functional
integrity of mammal membrane proteins. However they are
expensive and very complex to use, as a result they are the last
choice.

With regard to purification, detergents are usually used
for solubilizing membrane proteins. So, the election of the
detergent is essential, especially when designing studies in
large scale. Ideally a detergent should solubilize the mem-
brane protein without forming aggregates [101]. An appropri-
ate detergent is one that can selectively stabilize the native
structure of proteins [102]. Each protein behaves in a particu-
lar way and this individuality is responsible for the need of a
specific purification protocol for each one. This concept is in
opposition to “a unique measure for all”, motto of en masse
experiments. Diverse strategies have been thought up for
resolving this, like to fuse a protein, which has certain affinity
for a ligand, to the extreme of a membrane protein, which is
desired to over-express, so as to facilitate its purification [103-
104].

Once pure, integral proteins are ready for crystallizing.
Two alternative paths can be applied:

1. To crystallize the complex protein-detergent directly.
2. To incorporate once again the protein into a lipidic bilayer
environment, previously to its crystallization.

Most of the structures solved by x-ray diffraction analysis
come from crystals formed by the first path, by vapor diffu-
sion or microbatch techniques. The method is similar to that
used for soluble proteins just that in this occasion the solute is
the complex detergent-protein [101]. The use of robots simpli-
fies the handle of these mixtures. The other path consists on
restoring the membrane proteins to a lipidic bilayer environ-
ment, before setting the crystallization experiments. This

approach has its major model in the lipidic cubic phases
method, as previously explained, so that it won’t be comment-
ed again [67]. Automated equipment that can use this criterion
for high throughput membrane protein crystallization is under
construction [84].

Finally, we can comprehend how the advances in the
processes involved and the automation achieved in the last
years have influenced the development of structural biology
throughout the world. Many laboratories can successfully
clone, express, purify and crystallize soluble proteins in an
unthinkable proportion years ago. Nevertheless, there is yet
much to control and predict in many different stages of the
general process. Relating to integral membrane proteins, the
required management of the whole process has not been
achieved, even less than the one required for soluble proteins.
In the near future, the problem of the amount of protein avail-
able for crystallization must be overcame by increasing the
protein production levels and improving the systems of purifi-
cation, specially the detergent election. All this will help to
obtain more successful crystallization trials. Besides, studies
of the mechanisms that rule the process will aid to its scaling
up and automation. Moreover, so many crystallization experi-
ments will enrich databases and in consequence it will be pos-
sible to extract the tendencies and crystallization patrons, been
beneficial for structural genomics, particularly with the aim of
crystallizing new proteins.

New tendencies in protein crystallization,
microfluidic devices

In the year 2001, a rough copy of the human genome was
announced [105] and approximately 30000 different proteins
were estimated to exist, coded on it [106]. Many of those pro-
teins have unknown functions and structures; furthermore, of
those proteins that have reported structures, the details of their
mechanism of action or function continuous to be a mystery.
In many cases, to know the function of a macromolecule
requires the interpretation of precise structural data, which is
obtained in a reliable way from x-ray diffraction analysis
[107]. Thus, thanks to the post- genomic era the need for a
better understanding of the mechanisms involved and the opti-
mization of the crystallization methods has increased signifi-
cantly.

With the aim of exerting a more effective control of the
process and obtaining more successful essays, diverse tech-
niques and novel instruments have been developed that extend
from mixer robots that can dispense thousands of drops in
very short times to new devices for microgravity experiments
or for the use under magnetic fields.

Automated production of crystals of macromolecules is a
priority for proteomics, even though it’s not the only problem.
The availability of proteins is a crucial issue [108], so it’s nec-
essary to have systems that use very little amounts of proteins
in the crystallization essay. The restriction of substrate doesn’t
solely involve the volume used on the trials but also to the
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emission systems. The high throughput macromolecular crys-
tallization methods depend on a very good formulation and the
ability to emit solutions with a defined composition. This is
easy when working with liters or milliliters, but when going
down the scale 5 or 6 orders it turns to be more complicated
[109].

On the other hand, the experiments in microgravity, that
gave impressive results thanks to the lack of convection, have
evolved and now it’s possible to send experiments to space
with a high density of simultaneous essays. However, for opti-
mizing the crystallization conditions two criteria can be used.
One of them consists in evaluating a wide range of conditions
(although narrower than the initial screening experiments)
consuming a huge quantity of raw material (macromolecules).
The other criterion proposes the adjustment of the conditions
found in future spatial missions. Nevertheless, the possibility
of consecutives voyages can be delayed months or years, mar-
ring the acquired benefits of the method [109].

As a result, microfluidics devices arise as a potential solu-
tion, thanks to their system of encapsulated solutions and the
capacity for high density experiments in a reduced space.

The development of these devices, also known as
“microfluidics chips”, can be achieved thanks to the experi-
mental results of many scientists who showed the compatibili-
ty of these chips with proteins. Among the observed character-
istics, the injection of very exact volumes of protein solution
and a considerable reproducibility of the results can be men-
tioned [110]. Moreover, enzymatic reactions can be optimized
thanks to the reduced space where they course [111] and to the
fewer amounts of reactants used [110]. Its functioning won’t
be discussed in detailed here, except some of its novel traits.

First, volume must be considered. Microfluidic chips, as
their name points out, are little instruments that can emit and
handle very little volumes, of the picoliter order [112] thank to
a system of cross-linked channels that regulate the driving
forces of the fluids. Those volumes are smaller than the ones
used in crystallization test in conventional laboratories (pul) or
those used for automated high throughput crystallization
equipments (nl) [108, 113-114].

Besides, the physical characteristics of the device can be
useful for protein crystallization. On one hand, they have a
small Reynolds’s number, or absence of turbulence, that per-
mits the emission of only laminar fluxes and the ultra-fast dif-
fusive mixing, more efficient than the manual mixing
[112,115]. On the other hand, microfluidics systems have a
small Grashof’s number, or absence of convection (due to a
density gradient). This property has shown the possibility of
protein crystallization with very effective kinetics [116]. In
that work, 144 parallel reactions were set. Solutions were
introduced in 48 wells manually or with the help of a robot.
The protein solution and the precipitating agent were placed in
individual chambers, separated by a barrier which is eliminat-
ed upon the crystallization essay. The total volume of both
chambers was 25 nl. With this kind of device it was possible
to crystallize 11 different macromolecules and at least one
structure was solved by x-ray diffraction. The advantages of
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this chip, mentioned by Hansen and co-workers [117] were
the great precision in the measure of the solutions, the lost of
viscosity effects that affects the diffusion of molecules, the
ease for collecting the crystals grown, the possibility to apply
the liquid-liquid diffusion method in gravity (before this it was
a method used in microgravity), thanks to the absence of con-
vection. In addition, the authors [116] observed shorter equili-
bration times and faster crystal growth.

Nevertheless, microfluidics chips have yet some disad-
vantages that must be overcome for their successful imple-
mentation in high throughput crystallization laboratories.
Among those drawbacks, the permeability of the elastic con-
nections owing to incapacity of sealing or isolating certain
areas of the device when it’s not under function can be men-
tioned. Also, it’s difficult to implement for optimizing the
crystallization conditions, since the equipment starts from
stocks solutions. For the future, it would be advisable to
include another chip that prepares the solutions and be con-
nected in series to the other chip [109].

The design of this kind of devices has been possible
thanks to the advances in engineering, although, from the
point of view of costs, they are very expensive compared to
the current systems. The chip’s manufacture, like the integrat-
ed circuits, required a very tight control of the cleanness of the
process, as micrometric lines are done on it. The associated
equipment, for its control, generally is very sophisticated and
expensive. All this things for only one experiment, since the
chips as are known nowadays are disposable. On the contrary,
in manual systems the highest cost is the scientist’s labor.
Robots have come to do this work. Despite the high costs,
they can set up the experiments faster than humans do and
give freedom to the scientist to do other activities. In conse-
quence, the costs of microfluidics systems always will be
higher than current technologies. For their general acceptance
and implementation, their advantages should be reinforced,
such as the experiments density, probability of success and

flexibility [109].

Conclusions

= Natural convection is one of the principal problems that
affect crystal quality. It allows a major adsorption of impuri-
ties and a higher defect density, generating poor diffracting
crystals (high resolution). Microgravity experiments give
high quality crystals due to the diffusive transport domina-
tion that allows a good arrangement of the monomers in the
crystal lattice, diminishing the mosaicism and increasing the
final quality (lower resolution, better I/o(l) data).

= Microgravity experiments use diverse equipment specially
designed by the companies or organizations involved. The
most used techniques are vapor diffusion and liquid-liquid
diffusion.

« Crystallization experiments under high magnetic fields can
also reduce natural convection on earth. Those crystals
grown in this way also showed a high quality, reaching
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